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il

OZET

DiS CURUMELERINE KARSI PROBIYOTIKLERIN KULLANILMA
OLANAKLARI

Bu c¢alismada ¢iiriik ve saglikli dislerden izole edilen laktik asit bakterilerinin dis saglig
tizerine etkileri aragtirillmis ve dis saghiginin korunmasia katki saglayacak probiyotik
bakterilerinin se¢imi yapilmistir.

Bu amagla 10 adedi ¢iiriik dis yiizeyinden, 2 adedi giiriik dis plagindan ve 7 adedi saglikli dis
plagindan olmak iizere toplam 19 adet 6rnek izolasyon materyali olarak kullanilmistir. Bu
orneklerden izole edilen laktobasil ve streptokoklarin biyokimyasal testlerle tanisi
yapilmisgtir. Bu test sonuglarina gore toplam 48 adet laktobasil susundan 7 adedinin
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus (%14.5), 9 adedinin Lactobacillus fermentum
(%18.75) ,3 adedinin Lactobacillus reuteri (%6.25) ve 1 adedinin de Lactobacillus salivarius
(%2.08) oldugu tespit edilmistir. Kalan 29 adet izolatin tiir diizeyinde tanis1 yapilamamakla
birlikte, bu bakterilerin Lactobacillus sp. (%60.41) olarak tanisi konmustur. Streptokok
izolatlarindan ise 4 adedinin oral streptokoklardan Streptococcus mutans grubuna ait oldugu
tespit edilmistir. Bu izolatlarin tiir diizeyinde identifikasyonlar1 ancak genetik tani
yontemiyle yapilabilmektedir. Kalan 16 adet izolattan 13 adedinin enterokok, 3 adedinin ise
maya oldugu tespit edilmistir. Enterokoklarin biyokimyasal test sonuglarina gore
Streptococcus avium veya Streptococcus gallinarum olabilecegi sonucuna varilmistir.
Taninin kesinlestirilmesi genetik yontemlerle miimkiindiir.

Tanm1 testlerinden sonra laktobasillerin streptokoklar {izerine antagonistik etkileri
belirlenmistir. Daha sonra hidroksiapatit kapli yiizeylerde laktobasil ve streptokoklarin
tutunma oOzellikleri tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar antagonistik etki sonuglar ile
birlikte degerlendirilmistir. Tutunma yiizeyleri i¢cin rekabet yoluyla dis ¢iiriimelerinin
onlenmesi agisindan en iyi 6zellik gosteren laktobasil suslar1 yapay dis ylizeyi ortaminin
saglandig1 hidroksiapatit ile kapli yiizeylerde streptokoklara karsi denenmistir. Denemeler
sonucunda Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1955 ve Lactobacillus salivarius 1970
suslarinin  Streptococcus mutans suglarinin bu yiizeylere tutunmasint 6nemli Olgiide
engelledikleri tespit edilmistir.

Tutunma denemesi cliriiksiiz ve saglikli dis Ornekleri kullanilarak tekrarlanmigtir. Bu
denemeler sonucunda laktobasil ve streptokoklarin yiizeye tutunma miktarlar1 arasinda
sayica ¢ok fazla fark olmadig tespit edilmistir.

Tutunma denemelerinden sonra Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1955 ve Lactobacillus
salivarius 1970’in plazmid profilleri belirlenmeye ¢alisilmigtir. Laktobasillerin asit
iiretimlerinin diisliriilmesi amaciyla etidyum bromid (50 pg/ml ve 100 pg /ml) uygulamasi
yapilmistir. CaCO; igeren MRS agar besiyerinde asit iiretimi azaltilmis mutantlarin
belirlenmesi yoluna gidilmistir.

Antagonistik etki ve spektrofotometrik tutunma denemelerinin sonuglari bir arada
degerlendirildiginde Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1955 ve Lactobacillus salivarius
1970’in agiz probiyotigi olarak kullanilmasi 6nerilebilir.

Anahtar Kelimeler: Probiyotikler, Laktik asit bakterileri , Lactobacillus casei subsp.
rhamnosus, Streptococcus mutans, Dig ¢iiriigii, Plazmid mutasyonu



ABSTRACT

THE USE OF PROBIOTICS AGAINST DENTAL CAVITIES

In this study the effect of lactic aid bacteria isolated from healthy and the teeth wth cavity
onteeth health was investigated. In addition, the selection of probiotic bacteria which will
help to keep teeth healthy was also done.

Total of 19 plaque samples from 12 persons having dental cavity and 7 from healthy persons
teeth. Biochemical tests were done for the identification of isolated lactobacilli and
streptococci. According to the results, of the 48 lactobacili, 7 were identified as adedinin
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus (%14.5), 9 were Lactobacillus fermentum (%18.75), 3
were Lactobacillus reuteri (%6.25) and 1 were Lactobacillus salivarius (%2.08). 29 of the
isolate were identified as Lactobacilus sp.(60.41), however they were not identified at
species level. Four of oral streptococci isolateswere identified as Streptococcus mutans.

The identification of these strains at species level can only be done by using molecular
techniques. 13 strains were identified as enterococci and 3 were identified as yeasts.
Acording to the biochemical test results it was thought that the strains were Streptococcus
avium or Streptococcus gallinarum.

After identification tests, the antagonistic effec of Lactobacillus strains on streptococci were
determined. After that, adhesion properties of Lactobacilus and Streptococcus strains on
hydroxyapatite coated surfaces wereinvestigated. The results were evaluated together with
antagonistic study results. Then Lactobacillus strains which were found most promising
were tested for their competetiveness against streptococci on hydroxyapatite coated surfaces.
The experiments showed that, the strains Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1955 and
Lactobacillus salivarius 1970 prevented the adhesion of Streptococcus mutans strains on the
surfaces significantly.

Adhesion experiments were reported by using healthy teeth also. The results showed that
there was no significant difference between the colonization agabeylity of lactobacilli and
streptococci.

Following the adhesion experiments plasmid profiles of strains Lactobacillus casei subsp.
rhamnosus 1955 and Lactobacillus salivarius 1970 were investigated. In order to decrease
the acid production of Lactobacillus strains ethidium bromide (50 pg/ml ve 100 pg /ml) was
applied. The mutant strains then chosen from the MRS agar plates containing CaCOs

When antagonistic effects and adhesion properties of Lactobacillus casei subsp. rhamnosus
1955 and Lactobacillus salivarius 1970 were evaluated, these strains were potentially found
to be used as mouth probiotics.

Key Words: Probiotics, Lactic Acid Bacteria, Lactobacillus casei subsp. rhamnosus,
Streptococcus mutans, Dental cavity, Plasmid Mutation
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1. GIRIS

Laktik asit bakterileri, fermente ve fermente olmayan gidalarda ve insan
mikroflorasinda siklikla yer alan bakterilerdir. Bu bakterilerin genellikle giivenli
olarak tanimlanmalar1 ve saglik acisindan yararh etkileri bulunan probiyotik role

sahip olmalarindan dolayi, 6zellikle tiikketim i¢in tercih edilmelerini saglamaktadir.

Probiyotikler, bagirsak mikroflorasinin dengelenmesini saglayan ve saglik agisindan
pek c¢ok faydali etkiye sahip olan, canli mikrobiyal gida bilesenleri olarak
tanimlanabilmektedir. Probiyotik olarak en yaygin sekilde kullanilan bakteriler
laktobasiller ve bifidobakterlerdir. Bifidobakterler de, bircok ortak 6zellige sahip

olmalar1 nedeniyle, laktik asit bakterileri ile beraber anilmaktadirlar.

Laktik asit bakterileri, gida bozulmalarma ve gida zehirlenmelerine neden olan
mikroorganizmalarin  inhibisyonunu saglamalari, geleneksel fermente gida
tiretiminde gidanin kalite ve giivenligini artirmalari ve probiyotik olarak
kullanildiklarinda ise insan gastrointestinal sisteminde bulunan patojen
mikroorganizmalara karsi miicadelede rol oynamalar1 nedeniyle 6nemle iizerinde
durulan bakterilerdendir. Bu bakteriler 6zellikle antimikrobiyal madde iiretimi ile
patojenlere karsi savunma mekanizmasina dahil olmaktadirlar. Diisiik pH, organik
asit, bakteriyosin, CO,, hidrojen peroksit, etanol ve diasetil iiretmeleri ile diigiik
redoks potansiyeline sahip olmalar1 nedeniyle gidalarin korunmasinda rol

almaktadirlar.

Dis c¢evresinde toplanan maddelerle dis hastaliginin iliskisi uzun zamandir
bilinmektedir. Mekanik ve kimyasal araclarla bu maddelerin giderilmesini saglayan
koruyucu tedbirler dnerilmektedir. Firca, mumlu iplik kullanilmasi, suyun calkalama
etkisi ve dis macunu, agiz banyosu kullanilmasi alinan tedbirlerdir. Ancak tiim bu
tedbirlerin dis c¢ilirlimelerini engelleyici etkisine yonelik ¢eliskili bulgulara
rastlanmaktadir. S6z konusu nedenlerle, secilecek “agiz probiyotigi” ile ¢iirliklere

kars1 yeni bir yaklasim olusturulmaktadir. Ozellikle iilkemizde her 4 kisiye bir adet



2. KAYNAK BILGISi

2.1. Probiyotik bakteriler

Probiyotik bakteriler yirmi yil1 agkin bir siiredir fermente siit tirtinleri gibi gidalarda
kullanilmaktadir . Probiyotik bakteri se¢imi giivenilirlik, fonksiyonellik ve teknolojik
ozelliklerine bagl olarak yapilmaktadir. Giivenilirlik 6zellikleri orijinlerine , patojen
olmamalarina ve antibiyotik direnglerine gore tespit edilir. Fonksiyonellik 6zellikleri
canli kalabilme siirelerine, immunomodiilasyon, antagonizm ve antimutajenik
Ozelliklerine baglidir. Teknolojik agidan en 6nemli kosul ise endiistriyel sartlarda
tiretime katilabilme 6zelligidir. Ayrica depolama siirecinde varliklarini siirdiirebilmeli

ve aroma degisimlerine neden olmamalidir.

Probiyotik bakteriler gidalar ile alinan ve tiiketicinin saghigina faydali goriilen, barsak
mikrobiyal dengesinin gelismesine yardimeci olan canli mikroorganizmalar ve
metabolitleridir. Bunlar Generally Regarded As Safe (GRAS) statiisiinde olmalar1 ve
insan saglig1 acisindan sagladiklar1 faydalar nedeniyle probiyotik iiriin tiretiminde
tercih edilmektedirler (Collins vd., 1998). Fonksiyonel gidalardaki en 6nemli gelisme
barsak florasinin gelismesi yoniinde katki saglayan, probiyotik iceren gidalar ile

gerceklesmistir (Saarela vd., 2000).

Bir probiyotik bakterinin insan sagligina faydali olabilmesi i¢in bazi 6zelliklere sahip

olmasi gerekir:

o Canliligimi ve etkisini kaybetmeden iiretimde yer alabilmelidir,

o Ust gastrointestinal sistemden canli sekilde gegebilmelidir,

. Mide ve ¢evresi bolgelerde de etkisini stirdlirebilmelidir,

. Patojenik olmamalidir,

o Antimutajenik, antikarsinojenik ve antagonistik etkiye sahip olmalidir,

. Glivenli olmali ve gidaya istenen duyusal 6zellikleri kazandirmalidir (Saarela
vd., 2000).

. Diisiik pH degerlerini tolere edebilmelidir,



dis fircas1 diistiigii gozoniline alinirsa; bu konudaki caligmalarin 6nemi daha iyi

anlatilmis olur.

Laktik asit bakterileri karbohhidrat fermentasyonu sonucunda laktik ve asetik asit
gibi organik asitler iiretebilmekte ve bu asitler ekolojik pH’1 diisiirmekte, boylece de
ayni ortamda bulunun mikroorganizmalar ile olan etkilesim de degismektedir. Bu
bakterilerin antimikrobiyal aktivitelerinin tanimlanmasinda farkli faktorler goze
carpar. Bunlar; diisiik pH, organik asit, bakteriyosin, CO,, H,0O,, etanol, diasetil ve
diisiik redoks potansiyeli olusturmalaridir. Laktik asit bakterileri bu 6zelliklerinden
dolay1 6zellikle bagirsak ve agiz enfeksiyonlarinda kontrolii saglayabilmek amaciyla

kullanilmaktadir. Bu ac¢idan 6zellikle laktobasiller 6nem tasimaktadir.

Son yillarda yapilan arastirmalar sonucunda basta sert peynirler olmak {izere,
probiyotik bakteri igeren siit ve siit {irtinlerinin dis saglig1 iizerinde olumlu etkileri
oldugu kesinlik kazanmigtir. Bu tiir gidalarin 6zellikle cocukluk doénemlerinde
tilkketilmesine bagli olarak, c¢ocuklarin ileriki yaslarda dis sagliginin korunmasi
miimkiin olmaktadir. Dig saglig1 iizerindeki olumlu etkileri nedeniyle bu ¢alismada

laktobasillerden olusturulmus bir probiyotik hazirlanmasi amaglanmastir.

Ag1z boslugunda siirekli olarak bulunan dogal mikroflora beslenme sekli ve bireyin
yasadig1 cografi bolge ile yakindan ilgilidir. Bu nedenle oncelikle saglikli ve dis
cliriimesi olan bireylerden laktobasiller izole edilerek her iki grup arasindaki
farkliliklarin belirlenmesine ¢alisilmistir. Dis yiizeyine tutunma o6zelligine sahip
laktobasillerin, dis clirlimelerinde Onem tasiyan asit olusturma yeteneklerinin
zayiflatilmas1 yoluyla iilkemize 0zgili, giivenilir “agiz probiyotigi preparatinin

hazirlanmas1 amag¢lanmaktadir.



. Safra asitlerinin yliksek konsantrasyonlarina dayanikli olmalidir,

o Probiyotik sus bagisiklik sistemi tarafindan tolere edilebilmeli ve viicutta
probiyotik suslara kars1 antikor olugsmamalidir,

o Aktarilabilir antibiyotik diren¢ geni tagtmamalidir,

o Enfektif endokartitis gibi hastaliklarda etken olarak goriilmiis olmamalidir

(Collins vd., 1998).

Gida endiistrisinde kullanilan bakterilerin giivenli olarak tanimlanabilmesi ig¢in
taksonomik siniflandirmanin yapilmasi gerekmektedir. Bir¢ok durumda probiyotikler
ait olduklarn tiir ve cinslere gore veya gidalarda kullanilan mikroorganizmalar
olduklarindan giivenli olarak  degerlendirilmektedir. Bakteriler —metabolik
aktivitelerine gore daha kolay siniflandirilabilmektedir. Gida matriksindeki ve

tilketim sonrasi1 bagirsak sistemindeki metabolik aktiviteleri giivenilirlik kriterleridir.

Baz1 Dbakterilerin enzimleri bagirsaktaki karsinojen ve diger toksikanlarin
metabolizmasi i¢in dnemlidir. Bu enzimler baglica rediiktazlar ve hidrolazlardir. Agiz
floras1 ise nitrat rediiksiyonunda 6nemli role sahiptir. Nitrit, nitrozamin olusumu
oncesinde midenin asitli ortaminda var olmaktadir. Nitrozamin ise karsinojenik bir
bilesendir ve laktobasiller ile bifidobakterlerde nitrorediiktaz aktivitesi
bulunmaktadir (O’brien vd., 1999). Bu enzim ile anaerobik kosullarda nitrat ve nitriti

indirgeyerek nitrik oksit olusumunda katki saglamaktadir (O’brien vd., 1999).

Probiyotik kiiltiirler genellikle tek veya birka¢ susun karisimindan olusur. Kiiltiirler
kapsiil veya tablet seklindeki formiilasyonlarda kullanilabilecegi gibi genis c¢aplh

tiretim i¢in de kullanilabilmektedir.

Probiyotik bakteriler insan orijinli olduklarindan dolayr gida maddelerinde
gelisebilmek icin bazi tesviklere ihtiya¢ duyarlar. Starter mikroorganizmalarin
ilavesi, glikoz gibi maddelerle enerji kaynagi ilavesi, maya ekstrakti veye protein
hidrolizatlar1 gibi maddelerle biyolojik faktor ilavesi, uygun antioksidanlarin,
mineral maddelerin ve vitaminlerin ilavesi ile ortama uyum saglama kolayligi

olusturulabilmektedir. Probiyotik bakterilerin fermantasyon sirasinda gelismesi



istenmektedir. Boylece fermente gidaya uyumu artacak ve beklenen sayiya
ulasacaktir. Bu bakteriler 37°C’de optimum gelisme gosterdikleri igin starter

mikroorganizma olarak termofil olanlar tercih edilmelidir.

Probiyotikler starter mikroorganizmalarin laktik asit, H,O, ve bakteriyosinler gibi
metabolitlerinden etkilenmektedirler. Bu nedenle se¢im yaparken olusan metabolitler

acisindan da degerlendirme yapilmalidir.

Fonksiyonel gida mideye ulasinca pH diiser ve disosiye olmamus laktik asit miktari
artar. Iyonize olmamus asit konsantrasyonu probiyotik susun yasamini siirdiirebilmesi
icin ¢ok Onemli etkiye sahiptir. Probiyotik bakteri, tirlindeki laktik asit ve gastrik

stvidaki HCI miktarina bagli olarak yagamini devam ettirir (Saarela vd., 2000).

Laktik asit bakterileri, bir dizi biyokimyasal ve ekolojik benzerlik igeren
mikroorganizmalardan olusur. Bunlar Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenoccus,
Vagococcus ve Weissella’dir. Bu bakteriler fermente olan veya olmayan gidalarda
mevcut olmakla beraber insan kommensal mikroflorasinin da en Onemli
bilesenlerindendir. Giivenli olduklarinin bilinmesi ve 6zellikle de probiyotik bir rol

istlenmeleri nedeniyle ilgi ¢ekmektedirler.

Kalin bagirsaktaki fermente edilebilir karbonhidratlar 6nemli biiylime siirlayici
faktorlerdir. Bakteriler ulasilabilir substratlar1 ¢ok hizli bir sekilde kullanirlar. Basit
sekerler ve disakkaritler ince bagirsakta kolayca emildiklerinden kalin bagirsaga
ulagsmazlar. Ancak friikktooligosakkaritler gibi bazi kompleks karbonhidratlar
sindirilemez ve kalin bagirsaga gecerler. Bu gibi maddeler prebiyotik olarak
bilinirler ve konagin bagirsak dengesini saglamak tizere sagliga yararli bakterilerin
aktivasyonunu tesvik eden, yararli, sindirilemeyen gida bileseni olarak tanimlanirlar.
Yapilan arastirmalara gore, bir probiyotik sus ile bu maddelerin bir arada bulunmasi
simbiyotik etki yaratmakta ve susun bagirsak sistemindeki gelisimini tesvik
etmektedir. Prebiyotikler, bifidobakterler ve diger Gram (+) bakterilerin gelisimini

artirmasina karsin, kalin bagirsakta yer alan Gram (-) bakteriler tarafindan



kullanilamamaktadir. Genelde kullanilan oligosakkaritler; laktuloz,
galaktooligosakkarit ve inulindir. Bunlar 1si1l islem goren siitlerde bulunur ve insan
vicudunda  metabolize  edilemezler, ancak  Dbifidobakterler  tarafindan

sindirilebilmektedirler (Collins vd., 1998).

Probiyotik bakterilerin sindirim sisteminde yararli etkilerinin bulunmasi nedeniyle bu
konuda pek cok arastirma yapilmistir. Ayrica probiyotik bakterilerin agiz ve dis

saglig1 lizerinde de yararl etkilerinin olduguna dair bulgular yer almaktadir.

Laktobasiller dis ciliriimelerine neden olmalarindan dolay1r yogun arastirmalarin
konusu olmakla birlikte, son yillarda bagirsak sistemine 6zgii probiyotikler olarak
kullanilan bazi laktobasil tiirlerinin dis ¢iiriimelerine kars1 etkili olabilecegine dair
bulgulara da rastlanmaktadir. Bu bakteriler, dis ¢iliriimesine neden olan bakterileri
inhibe eden antibakteriyel madde {iiretimleri ve dis ylizeyindeki tutunma bolgeleri
icin rekabet gibi mekanizmalarla etkili olmaktadirlar (Forestier vd., 2001; Ahola vd.,

2002; Comelli vd., 2002).

Diinyada yaygin olarak bulunan bir hastalik olan dis ¢liriimesi, bazi tedbirler alinarak
onlenmeye calisilmaktadir. Son yillarda yogunlasan arastirmalarda dis ¢iliriimelerinin
onlenmesinde probiyotik bakterilerin agiz ve dis sagligi iizerinde de olumlu etkilere
sahip oldugu da kesinlik kazanmistir. Probiyotik bakterilerle agiz ve dis sagliginin

korunmasi, ilginin giderek arttig1 yeni bir yaklagimdir.

2.2. Ag1z Boslugu

Ag1z boslugu, degisik tipteki bir¢ok mikroorganizmanin yerlesmesi icin elverisli
ortama sahiptir. 35-36°C sicaklik, bol nem, gesitli besin igerikleri ve degisik oksijen
basinct ile bilinen hemen her tlir mikroorganizmaya aciktir. Agiz igindeki
mikroorganizma yerlesimi dogumla baslar ve dislerin ¢ikmasi, beslenme rejimi,
dislerin kaybi, protez kullanimi, kisinin agiz hijyeni ve genel saghik durumu gibi

etkenler ile agiz mikrofloras1 gelisimi  gerceklesir. Agiz  boslugunda



mikroorganizmalar i¢in beslenme kaynagi olarak dis etrafindaki maddeler, eksudalar,

oOlii epitel hiicreler ve tiikiiriik igerigi bulunmaktadir.

Dis, temelde 3 tabakadan olusmaktadir. En dista koruyucu mine tabakasi, minenin
hemen altinda yer alan dentin ve orta kisimda bulunan 6z tabakalar1 disin yapisini
olusturmaktadir. Agiz boslugundaki mikroorganizmalar agiz anatomisindeki

degisikliklere gore siniflandirilmaktadir. Bunlar;

o Dis plagi mikroorganizmalari,

o Diseti olugu mikroorganizmalari,

o Dil mikroorganizmalari,

. Yanak mikroorganizmalari,

. Tikiiriik mikroorganizmalaridir (Nolte, 1990)..

2.2.1. Dis Plag1 Mikroorganizmalar

Digeti lizerindeki dis plagi; dis yiizeyine, dolgu ve protezlere sikica yapisan organizma
kiimesi olarak tanimlanir. Agiz ¢alkalaninca ya da su sikilmasi ile yerinden ayrilmaz.
Dis, protein yapili maddeler ile ortiiliidiir. Burada bakteri iiremesi i¢in gerekli olan
amino asitler ve peptitler yer alir. Dis yiizeyi Streptococcus sanguis (S.sanguis) ve
Streptococcus mutans (S.mutans) yerlesimi agisindan ¢ok elverigli bir ortam olarak
goriilmektedir. Streptokoklar agiz ve dis ylizeyindeki egemen streptokok florasini
olusturmaktadir._Plagin biiytlikliigii ve yapiskanligi daha ¢ok karbonhidrath diyetteki
sakkaroz etkisiyle ortaya ¢ikar. Dis plagindaki Streptococcus sobrinus (S.sobrinus) ise

tilkiiriikten gegmistir (Nolte, 1990).

2.2.2. Diseti Olugu Mikroorganizmalari

Diseti olugu ¢okelegi digeti Ustli plagindan degisik bir ortamda gelisir. Bu ortamda
tilkiiriglin olmadig1 kabul edilir. Diseti sivisi, dokiilmiis epitel hiicreler ve go¢ eden
akyuvarlar gibi besleyici maddelerle fakiiltatif ve anaerob mikroorganizmalar ig¢in

uygun bir besi ortami1 hazirlar (Nolte, 1990).



2.2.3. Dil Mikroorganizmalari

Bu bolgedeki en yaygin bakteri grubu fakiiltatif streptokoklardir. Bunlarin %21 ini

Streptococcus salivarius (S.salivarius) olusturur (Nolte, 1990).

2.2.4. Tiikiiriikk Mikroorganizmalari

Agiz boslugu, disler, dil , yanak gibi c¢esitli yerlesme yerlerinden ayrilan
mikroorganizmalar tiikiiriik mikroflorasini olusturur. S.salivarius tiikiiriikteki fakiiltatif
streptokoklarin ~ %47’sini, dildeki streptokoklarin  %21-55’in1i  ve yanaktaki
streptokoklarin %10 unu olusturur(Nolte, 1990).

2.2.5. Dis Ciiriigii

Dis ciirligli, sayis1 ve tipi degisebilen, bakteri, maya, viriis ve protozoadan olusan,
karmasgik bir mikrosistemdir (Simonovi¢ vd., 2002). Disin sert dokularinin bir hastaligi
olan dis ciirigli; dis sisteminin belirli bolgelerinde olusur. Tikiiriik, dil ve agiz
kaslarinin temizleyici etkisinden korunmus olan bu bolgeler, besinlerin, bakterilerin,
tilkiiriik proteinlerinin ve agizdaki ¢okelegin kolayca biriktigi yerlerdir. Bu kirlilik

ogeleri dis plagini olusturur.

Dis sisteminin kendi kendine temizlenemeyen yerlerinde toplanan karbonhidratlarin
bakterilerce parcalanmasi sonucunda asit olusumu gerceklesir ve buna bagli olarak da
dis minesinin erimesi ile ¢iiriik veya erozyon baglamis olur (Tucker vd., 1998). Mine
yikilinca mikroorganizmalar mine prizmalar1 ve minenin prizmalar arasi matriksine

girebilirler.

Ciiriik olusumu i¢in karbonhidratlar dis plagindaki bakterilerce pargalanirken iiretilen
asidin, devamli akan tiikiiriik tarafindan uzaklastirilmadan 6nce mineyi eritebilmesi
gerekir. Asit olusumu, plaktan tiikiiriik ge¢mesinden hizli oldugu ic¢in plakta asit
toplanir ve pH diiser. Ortamda karbonhidratlar bulundugu siirece pH ayni diizeyde

kalir. Ancak karbonhidratlar bakterilerce harcanir ve tikirik tarafindan



uzaklastirildig icin pH tekrar yiikselir. Diyetteki karbonhidrat miktar1 artinca tekrar
ayn1 dongii olusur ve karbonhidrat agizda ne kadar uzun siire kalirsa pH’nin baglangig

diizeyine donme siiresi o kadar uzar.

Bir disin yiizeyinde ne kadar sik asit olusur ve ne kadar uzun siire kalirsa mine o kadar
stk ve uzun asit etkisine maruz kalir. Minenin eriyip erimemesi, plakta ve dis
yilizeyindeki kalsiyum-fosfatin ¢oziiniirliigiine baglhidir. Mine ve dentinin inorganik
boliimiiniin hemen tiimiinii olusturan tuz olan kalsiyum-fosfat, nétr ve hafif asidik
ortamda ¢Oziiniir, fakat pH 5’in altinda oldugunda ¢oziiniirliik artar. Dis yiizeyinde
plak yoksa ve dis minesi tilikiiriik ile devamli temasta ise, minenin mineral bolgesinde
erime olmaz. Ciinkii tiikiiriikte disin erimesini Onleyecek miktardan daha fazla

kalsiyum ve fosfat bulunur (Nolte, 1990).

2.2.6. Ciiriikte Rol Oynayan Mikroorganizmalar

Dis ciirtigii, dis plaginda mutans streptokoklar, laktobasiller ve aktinomisetler gibi

mikroorganizmalarin sayica artmasi ile olusur (Chikindas vd., 1997).

Dis clirlimesi etkenlerinden en genis kapsamli olarak incelenen mikroorganizmalar
laktobasiller ve streptokoklardir. Laktobasiller genellikle barsaklarda yer almakla
birlikte, dis ¢iirigli ve tiikiiriikte de az miktarlarda bulunmakta ve plak florasinin
streptokoklara gore oldukca az bir kismini olusturmaktadirlar (Tagg ve Dierksen,

2003).

Laktobasillerin daha ¢ok kdk kanallarinda baskin oldugu goriilmektedir. Patojenik
potansiyelleri kesin olarak belirlenmemisse de, veriler bu bakterilerin besin
Ogelerinin  yeterli olmadigi ortamlarda da yasamlarin1  siirdiirebildiklerini
gostermektedir (Chavez de Paz vd., 2003). Mineral kaybi, bu bakterilerin asit
olusturma kapasitelerine gore gelismektedir (Badet vd., 2003). Laktobasiller agizda
krittk pH i¢in asit olusumuna katki verseler de olusan asidin 6nemli boliimii

streptokoklardan geldigi icin dis ¢lirigli etkeni olarak kabul edilmezler.
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Streptokoklardan ise ¢iirlik etkeni olarak kabul edilen baslica mikroorganizmalar;

S.mitis, S.salivarius, S.mutans ve S.sanguis’tir (Tagg ve Dierksen, 2003).

Mutans streptokoklari, daha ¢ok S.mutans adiyla bilinmekle beraber, 4 farkli tiirii
kapsamaktadir: S.mutans, S.sobrinus, S.oralis, S.cricetus’tur (de Soet vd., 1991). Bu
bakteriler karbonhidratlar1 ¢ok hizli bir sekilde parcalayarak asit olustururlar. Boylece
cliriik olusumunda egemen rol istlenirler. Ayrica streptokoklarin hiicre i¢i ve hiicre

dis1 polisakkarit olusturma ve plak yapma 6zellikleri de bulunmaktadir.

2.2.7. Plak Olusumu

Disin sert ve yumusak dokularinda olusan bir bakteriyel biyofilm olan dis plagi,
clriikler ve periodontal hastaliklarin baslica nedenlerindendir (Bernimoulin, 2003).
Dis plagi, tiikiirik proteinlerinin dis yiizeyine adsorpsiyonu ile olusmaktadir. Plak,
dis ile ¢evre arasinda baglantiy1 ve bakterilerin dis yiizeyine tutunmalarini1 saglar.
Ayrica mineral kayb1 ve yenilenmesini diizenleyen segici gecirgenlik 6zelligi vardir

(Carlén vd., 1998).

Dis yiizeyinde tiikiiriik proteinlerinin ¢okerek bir tabaka olusturdugu boélgelerde,
tikiirtikteki mikroorganizmalar yapisirlar ve minedeki ¢atlak ve bozukluklardaki
mikroorganizmalar, yapisan bakterilerle beraber yayilmaya baglarlar. Bu bakterilerin
ve tiikiiriikteki diger bakterilerle tiikiiriik proteinlerinin yerlesmesi sonucunda plagin
kitle ve kalinlig1 artar. Burada ilk egemen olan mikroorganizmalar streptokoklardir.
Dis ciiriimeleri, diinya ¢apinda en yaygin kronik hastaliklardan biridir. ingiltere’de
yapilan bir calismada kalici dislerin tamamlanmasindan bir yil sonra birinci
azidislerinin % 10’unun ve ikinci azidislerinin % 45’inin ¢iirtiyebildigi, 15 yasinda
birinci azi dislerinin % 92’sinin, ikinci azidislerinin % 68’inin etkilenebildigi
belirlenmistir. Son yillarda alinan tedbirler nedeniyle dis clirlimelerinde azalma
belirlenmigse de, medeniyetle baglantili olan bu hastaligin tamamen Onlenmesi
miimkiin olamamustir. Dis ¢iirigii etkeni olan bakterilerin agiz boslugundan
uzaklagtirllmalar1 dis tedavilerinde ve dis sagliginin korunmasinda ilk basamagi

olusturmaktadir (Steinberg vd., 1999). Dis hastaliklarindan korunabilmenin bir diger
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yolu da, mutans streptokoklara kars1 bagisiklik gelistirmektir. Bu konuda yapilan bir
arastirmada; asilama yolu ile inek kolostrumunda S. mutans’a karst bagisiklik
olusturulmus ve normal inek kolostrumu ile dis sagligina olan etkileri agisindan
karsilagtirilmistir. Aragtirmaya gore; inek siitiindeki antikorlar dis sagligini etkileyen
streptokoklara 6zgli olup, sayilarimi azaltmaktadir. Kolostrumun antikor miktar
normal siite gore 50-100 kat daha fazladir. Bu tiir bagisiklig1 artiric1 preparatlar
gastrointestinal sistem enfeksiyonlarmma karst koruma olarak kullanilabilir. Bu
calismada inege esit dozlarda as1 ile S.mutans ve S.sobrinus suslart verilerek
bagisiklik kazanmasi saglanmistir. BOylece kolostral immunoglobulinleri igeren
gelistirilmis bir preparat elde edilmis olur. Karsit olarak immunize edilmemis inekten
kontrol preparati hazirlanmistir. Liyofilize immun preparati, ekstraseliiler
polisakkarit {iiretimini tesvik eden streptokok glikoziltransferaz enzimini inhibe
etmektedir. Ayn1 zamanda S.mutans hiicrelerini de biraraya toplar ve tiikiiriik kaph
hidroksiapatit yiizeyine tutunmalarini 6nemli Olgiide engeller. Bulgular 1s181nda,
immun preparati lirlinlerinin ¢iiriik etkeni olan streptokoklar iizerine giiglii etkilerinin
bulundugu ve agiz saghgmi korumada Onemli bir yere sahip oldugu

sOylenebilmektedir (Loimaranta vd., 1999).

Intraoral yiizeylere bakteri adezyonu hidrofobik etkilesimlere baglidir. Dis yiizeyinin
hidrofobisitesi aktif molekiiller iceren karisgimlarla disi kaplamak suretiyle
degistirilebilir. Bu kaplama uzun siire dayanabilirse bakteri adezyonu azaltilabilir. Bu
aktif molekiillerin se¢imi ile antimikrobiyal etkenler kullanilmadan agiz saglik
iriinleri olusturulabilir. Ag1z yikama c¢ozeltilerindeki bazi maddeler anti-adezyon

ozelligi tasimaktadir (Guan vd., 2001).

2.3. Probiyotiklerin Dis Ciiriimelerine Kars: Etkileri

Agiz ve dis saghgmnin korunmasinda laktobasillerin farkli mekanizmalarla rol
oynadig1 bilinmektedir. Agiz probiyotigi olarak kullanilacak bakteriler ¢iiriikk
olusturan patojenlere karsi lic sekilde etkili olmaktadir. Bunlar; antimikrobiyal
madde tretimi ile etki, Kolni olusumunun rekabetle 6nlenmesi yoluyla etki ve yer

degistirme yoluyla etkidir.
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2.3.1. Antimikrobiyal madde iiretimi

Probiyotik bakterilerin patojen mikroorganizmalara karsi etkisi organik asitler,
bakteriyosinler ve peptitler gibi bazi antimikrobiyal maddelerin tiretilmesi seklinde
olmaktadir (Sullivan ve Nord, 2002). Bu bakterilerin antimikrobiyal etkileri asidik
pH’larda alkali pH’lara gore daha fazla olmaktadir (Sookkhee vd., 2001).

Saglikli insan diskisindan izole edilen Lactobacillus GG (LGG)’nin ¢esitli bakteriler
tizerinde inhibitor etkiye sahip olan bir madde iirettigi bilinmektedir. Ayrica bu
madde diger laktobasiller {izerine etkili olmamaktadir. Bu inhibit6r aktivite pH 3-5
arasinda gergeklesmekte ve aktif madde 1siya karsi dayamiklilik gostermektedir.
Uretilen bu madde laktik ve asetik asitten farklidir, diisiik molekiil agirligina sahiptir
ve seyreltik aseton ¢oOzeltisinde ¢Ozlinebilmektedir. Ayrica bu madde ile,
antimikrobiyal aktivitenin saglanabilmesi icin, diger laktik asit bakterilerinin lirettigi
antimikrobiyal maddelerden daha az diizeyde bulunmasi yeterli olmaktadir. Tiim bu
ozelliklerden dolay1r bu madde bakteriyosin olarak degil, daha ¢ok mikrosin olarak
tanimlanmaktadir (Silva vd., 1987).

Agiz saghigl agisindan laktobasillerin 6dneminin incelendigi bir ¢ok arastirmada
laktobasillerin saglikli bir agizdaki toplam mikroorganizmalarin %1 ini olusturdugu
ve dis ¢lirtigli olan bireylerin agizlarinda saglikli bireylerin agizlarindakine gére daha

fazla oranda yer aldiklar1 bildirilmistir (Smith vd., 2001).

LGG, laktozu pargalayamamakla birlikte sakkarozu ¢ok yavas bir sekilde fermente
etmekte ve ortam asitligini yavag bir sekilde artirmaktadir. Bu nedenle dis
cliriimelerindeki etkisi azdir. Bu bakteri trettigi piroglutamik asit ile dis ¢iirtigi

etkeni olan bakterilere kars1 etkili olabilmektedir (Nase vd., 2001).

2.3.2. Koloni olusumunun rekabetle 6nlenmesi

Probiyotik suslarin aktivite gdsterebilmesi icin bulunduklart bdlge yiizeyine

tutunabilmeleri ve burada koloni olusturmalar1 gerekmektedir. Adezyon ozelligine
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sahip olmalarindan dolay1 bu 6zellige sahip olmayan bakterilere gore daha uzun siire
varliklarim  koruyabilmektedirler. Buna bagli olarak da patojen bakterilerin

enfeksiyon olusturma riskini azaltmaktadirlar.

Dis plagi, dis ¢iiriimesi ve periodontal hastaliklar agisindan ¢ok 6nemli bir faktordiir.
Agi1z florasinda yer alan ve dis ¢iirlimesine neden olan bakteriler, spesifik yiizey
tutunma proteinlerine sahiptir. Bu bakteriyel adezinler agizdaki degisik ylizey
protein, glikoprotein veya polisakkarit reseptdrlerine baglanabilme 6zelligi gosterir
(Kolenbrander ve London, 1993). Dis c¢iiriigli olusumunda tutunabilme ozelligi,
bakteriyel kolonizasyon i¢in 6nde gelmektedir. Bakterilerin dislere, mukoza epitel
hiicrelerine ve diger bakterilere tutunma ve burada koloni olusturma mekanizmasi
karmagik ve tutunmayi tesvik edici Ozelliktedir (Levesque vd., 2003). Patojenik
bakteri adezyonunun engellenmesi, dis ¢iiriiii ve periodontal hastaliklarin

giderilmesinde yararli olmaktadir.

Siit mikroorganizmalar1 pek ¢ok arastirmada, dental biyofilmin bir pargasi olabilme
yetenekleri ve dis c¢lriigii etkeni olan mikroorganizmalarla rekabet edebilme
Ozellikleri agisindan incelenmistir. Bu arastirmalardan birinde LGG igeren siitlerin
tilketilmesine bagli olarak S.mutans’'m tiikiirik kapli hidroksiapatit boncuklarina
adezyonu incelenmis ve sayica tutunma miktarlarinda azalmalar goriilmiistiir
(Sullivan ve Nord, 2002). LGG agizda kolonize olabilme yeteneginde oldugundan
dislere tutunmus, dis ¢iiriigli etkeni olan streptokoklar ile yer degistirebilmektedir.
Yine LGG igeren siitiin ¢ocuklardaki dis c¢liriigii riskini azalttigi bilinmektedir
(Loimaranta vd., 2002). Ayrica LGG’nin patojenlerin adezyonunu, doku
reseptorlerine tutunmalarin1 engelleyerek gerceklestirdigi tespit edilmistir. Patojen
adezyonu bu bakteri varliginda normal sartlara gore 10 kat daha az olmustur.
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus ve bu tlire ait olan bakteriler, biyosurfektan
tiretimi ile, patojenlerin adezyon oOzelligini inhibe etmeleri ve patojeniteyi
azaltmalarindan dolayi, enfeksiyoz hastaliklardan korunmada en ¢ok yararlanilan

bakterilerdendir (Forestier vd., 2001).



14

Lactobacillus casei subsp. rhamnosus agiz patojenlerinin dis yiizeyine tutunmasini
engelleme 6zelligine sahip bir bakteridir (Forestier vd., 2001). Guan ve ark. (2001)
yapmis oldugu bir arastirmada bu bakteri varliginda agiz patojenlerinin dis yiizeyine
adezyon Ozelliklerini incelemistir. Bu arastirmada; oral patojen olarak secilen bakteri
NHS-biyotin ile isaretlenmis ve hidroksiapatit kapli polistiren disk yiizeylerine
tutunan patojen sayisi ile etken madde varliginda bu patojenin tutunma miktarlar
arasindaki fark belirlenmistir. Boylece etken maddenin patojenin adezyon 6zelligine
etkisi tespit edilmistir. Arastirma sonucunda; LGG varliginda oral patojenlerin
hidroksiapatit kapli disklere tutunma oraninin 6nemli derecede azaldigi tespit

edilmistir.

Tiiketim i¢in marketlerde bulunan pek cok probiyotik iiriin ¢ok farkli probiyotik
suslar icerebilmektedir. Hangi susun kullanilacagi ve bunun nereden izole edilecegi
onemlidir. Yapilan arastirmalara gore, insan orijinli suslar insan gastrointestinal
sistemine daha kolay tutunabilmekte ve burada kolonize olmaktadir. Bu da

kolonizasyon direngliliginin ilk adimin1 olusturur(O’brien vd., 1999).

2.3.3. Yer degistirme yoluyla etki

Viicut mikrofloramizin ¢esitli patojen mikroorganizmalarla etkilesime girerek
bunlarin koloni olusturmasina karsi miicadelede etken oldugu bilinmektedir. Bu
konuda en onemli rolii laktobasiller olusturmaktadir. Patojenlere karsi miicadele dis
ciirtiklerinin kontrolii s6z konusu oldugunda S.mutans’a kars1 ve streptokoklara bagl
faranjitin kontroliinde ise S. salivarius’a karst yapilmaktadir. Bu olay ‘yer
degistirme teorisi’ olarak bilinmektedir. Bu teoriye gore; var olan mikrobiyal
ekosistemin dengesini bozmadan potansiyel patojen bakterilerle zararsiz bakterilerin
yer degistirmesinin saglanmasit ve buna bagli olarak da konak¢i hiicrenin zarar
gérmesinin engellenmesi amacglanmaktadir. Bu teorinin uygulanmasindaki basari,
etken bakterinin ylizeye tutunabilme ve en az besin Ogesini kullanarak diger
bakterilerle yarisa girebilme 06zelliklerine baghdir. Kolonize olan etkin sus,
ortamdaki esansiyel besin Ogeleri i¢in yarigmaya girerek ve patojenin tutunma

bolgelerini bloke ederek adaptasyon saglar (Hillman, 2002).



15

Dis ciiriimelerinin 6nlenmesinde, 6zellikle mutans streptokoklarin gelisiminin inhibe
edilmesinde, patojenik olmayan agiz kommensallerinin izolasyonu ve yer degistirme
teorisine gore kullanimi iizerine ilgi biiyliktiir. Ayrica var olan patojen bakterilerin
asit olusturma veya ylizeye tutunma oOzellikleri degistirilerek de olumlu sonuglara

ulasilabilmektedir.

Antibiyotiklerin kullanimi koruyucu mikrofloranin zarara ugramasina ve antibiyotige
direncli suslarin artmasina neden olmaktadir. Bu nedenle enfeksiyonlarin
kontroliinde patojen olmayan dogal floranin temsilcileri olan bakterilerden
yararlanilmaktadir. Orta kulak iltihabi, kiiclik ¢ocuklarda goriilen bakteriyal bir
enfeksiyondur. Bu hastaligin tedavisinde antibiyotik kullaniminin yanisira, yer
degistirme teorisi uygulanmasimin olumlu sonuglar getirecegi One siiriilmektedir.
Kalabalik i¢inde yasamanin getirisi olarak goriilen streptokok faranjiti ise penisilin
gibi genis etkili spektrumlu antibiyotikler kullanilarak tedavi edilmeye
calisilmaktadir. Burada da yer degistirme teorisinin uygulanmasinin etkili olacagi

distiniilmektedir.

Yer degistirme teorisi Ozellikle sagligin korunmasinda dogal ydntemlerden
yararlanildig1 diistiniiliirse, tliketici agisindan ilgi ¢ekici olmaktadir. Probiyotik
bakteriler, yer degistirme ve dogal mikroflora i¢inde yeniden kolonize olabilme
acgisindan Ozellikle siit ve siit tirtinlerine eklenerek, kullanimi1 6nerilen bakterilerdir

(Tagg ve Dierksen, 2003).

Dis ciirtikleri ve periodontal hastaliklar, dis plaginda veya periodontal ceplerde yer
alan, fakiiltatif ve zorunlu anaerob bakterilerin neden oldugu zararlardir. Dis
cliriimesine neden olan mikroorganizmalar viicudun diger bolgelerinde de bazi

hastaliklara neden olabilmektedir.

Probiyotik preperatlarinda genellikle Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus
ve Saccharomyces kullanilmaktadir. Baz1 streptokok ve enterokok tiirleri haricinde
laktik asit bakterilerinin patojenik olmadigr goriisii yaygindir. Cogu vakada

enfeksiydz organizma konak¢inin kendi mikroflorasindan kaynaklanmaktadir.
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Fermente gida veya probiyotik {iriin tiiketimi sonucu herhangi bir hastalik vakasi

bildirilmemistir (Collins vd.,1989).

Laktik asit bakterilerinin sebep oldugu diisliniilen hastaliklardan biri enfektif
endokartitistir. Bu hastalik kalp kapakgiklarinda olusan mikrobiyal kolonizasyon
sonucunda kalp kapake¢ilarinin  hasar gormesi ile meydana gelmektedir.
Mikroorganizma kan akist aracilifi ile kalp iizerine ulasmaktadir. Enfektif
endokartitis olusumunda laktobasillerin etkisi enterokoklara gore ¢cok daha azdir ve
bunlarin enfeksiyon olusturabilmesi igin tesvik edici bazi faktorlere gereksinim
vardir. Laktobasillerin kalp yiizeyine tutunma 6zellikleri ¢ok azdir. Genellikle agiz
mikroorganizmalarinin  kana karismasim1  saglayan dis tedavileri sonucunda
laktobasiller bu hastaliga neden olabilmektedirler (Sullivan ve Nord, 202). Bunun
disinda laktobasillerin enfektif endokartitis ve benzeri hastaliklara neden oldugunu

gosteren herhengi bir bulguya rastlanmamaistir.

Dis ciirtiklerinden korunmada siit, peynir ve diger siit iiriinlerinin kanitlanmis etkisi
yiiz yila yakin bir siiredir bilinmektedir. Yapilan birgok arastirmada, ¢esitli hayvan
denemeleri sonucunda, siit ve siit lriinlerinin dig ¢liriigli olusumundaki koruyucu
etkisi kanitlanmistir (Schiipbach vd., 1996). Bu etki g¢esitli mekanizmalarla
saglanmaktadir. Kazein miselleri iceren diyetler, klinik ve mikrobiyolojik olarak
incelenmis ve ciirimeyi engelleyici etkileri belirlenmistir. Kazein miseli igeren diyet
uygulamasi ile plak mikroflorasinda degisim meydana geldigi ve dis ¢iirlimelerinin
Onlenebildigi bildirilmektedir. Bu nedenle baz siit protein fraksiyonlar1 ana protein
bilesimini desteklemek amaci1 ile dis cilirlimelerine neden olan diyetlerin

dengelenmesinde kullanilmaktadir.

Siit proteinlerinin olumlu etkilerinin, dis plagindaki asidi tamponlama ve dis
minesindeki  hidroksiapatitin  ¢ozlinmesini azaltma seklinde ortaya c¢iktigi
diistiniilmektedir. Ayrica S.mutans kolonilerinin de as-1, B, k-kazein ve diger asidik
proteinler varliginda hidroksiapatit disklere tutunma o6zelliklerinin onlendigi de

belirtilmistir (Guggenheim vd., 1999).
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Siit ve siit tirtinleri yiiksek kalsiyum igerikleri nedeniyle dis ve kemik olusumu ve
korunmasinda ¢ok dnemli yere sahip gidalardir. Dis dokularinin gelisimi kalsiyum ve
fosfat alimi1 ve bunlarin metabolizmalarina bagli olarak degisim gosterir. Siit tek
basina, dis minesini koruyucu &zellige sahip olan bir gida maddesidir. Ayrica siit
tiriinlerindeki kalsiyum-laktat da antikaryojenik etki gosteren bir bilesendir.
Yapisindaki kalsiyum ve fosfat nedeniyle peynir tiiketilmesi sonucunda mineral
yenilenmesi artmakta ve dis minesi mineral kaybindan korunmus olmaktadir.
Cignemeye bagli olarak artan salya salgis1 ve peynirden kalsiyum ve fosfatin
ayrilarak tikiiriige karigsmasi, diglerin korunmasinda etkili olan mekanizmalar olarak
disiiniilmektedir.  Dis  minesi  sertligi  plaktaki  kalsiyum ve  fosfat
konsantrasyonlarinin artigina bagli olarak artabilir. Ayn1 zamanda peynir, mineral

yenilenmesini artiran kazein-fosfopeptidlerini de icermektedir (Ahola vd., 2002).

Sert peynirlerin ve tiikliriiglin, dis minesinin mineral yenilenmesindeki etkilerinin
incelendigi bir arastirmada; peynirin dis minesini sertlestirmede etkili oldugu ancak
tikiirtigiin bdyle bir etkisinin gozlenmedigi tespit edilmistir. Peynirin ¢ignenmesi
sirasinda ve sonrasinda artan pH, tiikiirik salgisinin artigina ve plak ylizeyine
peynirden gelerek yapisan, potansiyel kalsiyum ve fosfat deposu olan, kiiclik
partikiillere bagli olarak gelismektedir. Sert peynirler dis minesini mineral kaybindan

iki farkli metabolizma ile korumaktadir;

o Dis plagina kars1 tampon 6zelligi olusturan tiikiiriik salgilamasinin artisi,

o Dis plagindaki kalsiyum ve fosfat konsantrasyonlarinin artigi. Ayrica peynirin
icerdigi asetat, propiyonat, biitirat ve laktat gibi organik asitler ile ¢oziiniir kalsiyum
tuzlar1 da tiikliriikteki mineral bilesenlerin mineral yenilenmesini artirmaktadir

(Gedalia vd., 1991).

Siit ve siit Uirtinlerinin bilesiminin yani sira bu iiriinlerle birlikte tiiketilen laktik asit
bakterilerinin de dis ciirlimelerini engelleyici etkisi oldugu belirlenmistir. LGG
iceren siit tiikketiminin ¢ocuklardaki dis c¢ilirimelerine karsi gosterdigi etkinin
belirlenmesine yonelik olarak yapilan bir arastirmada, bu siitii tiiketen ¢ocuklardaki

clirik olusum riskinin, mutans streptokoklarin sayisinin azalmasina bagli olarak,
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normal siit tiiketen ¢cocuklardakine gore daha az oldugu tespit edilmistir. Ayrica LGG
igeren siit tiiketen ¢ocuklarda orta kulak iltihabinin tedavisinde daha diisiik dozda

antibiyotik kullaniminin yeterli oldugu da goriilmiistiir (Nase vd., 2001).

Probiyotik bakteri igeren tirlinler iginde en onemli yeri sert peynirler almaktadir. Bu
tipteki peynirlerin diger probiyotik lriinlere gore bazi avantajlar1 bulunmaktadir.
Satisa sunulmus olan fermente siit ve yogurt gibi iirlinlerin birka¢ hafta gibi kisa bir
stirede tiiketilmesi gerekmektedir. Ancak sert peynirlerin olgunlagsmasi gibi tiiketim
icin Onerilen siire de daha uzun olmaktadir. Yogurt ile karsilagtirlldiginda; diisiik
asitlik nedeniyle probiyotiklerin canli kalma siirelerinin uzamasi ve yiliksek yag
iceriginden dolay1r probiyotik bakterilerin gastrointestinal sistemden gecisinde

korunmasi gibi tstilinliikleri bulunmaktadir (Stanton vd., 1998).

Konuyla ilgili olarak yapilan bir aragtirmada; LGG igeren sert peynirlerin kisa stireli
tilketiminin gen¢ insanlardaki agizdaki ¢iiriik etkeni floradaki degisimlerin etkisi
incelenmistir. Bu incelemeler peynir tiiketimi 6ncesi ve sonrasinda yapilmistir. Ag1z
salgist oranlari, tampon kapasitesi, S.mutans, maya ve laktobasil sayilart uygulama
Oncesi, sonrast ve uygulama bitiminden sonraki 3 hafta sonunda belirlenmistir.
Sonugtaki bulgulara gore; uygulama sonrasinda mutans streptokok sayisinda belirgin
bir fark goriilmekle beraber, uygulama sonunu takiben 3 hafta sonra bu say1 kontrol
grubuna gore probiyotik grupta dnemli 6l¢iide azalmistir (Ahola vd., 2002). LGG’nin
insan saglig1 iizerinde pek ¢ok olumlu etkisi bulunmakla birlikte, dis ¢liriigii etkeni
streptokoklarin da i¢cinde bulundugu degisik bakteri suslarina karst inhibisyon etkisi
gosterdigi de bilinmektedir (Silva vd., 1987). Daha dnce yapilan arastirmalarda LGG
iceren siitlerin uzun siireli tiikketiminin c¢ocuklarda ¢iiriik riskini 6nemli ol¢iide
azalttig1 tespit edilmistir. Ayrica LGG’nin dis clriiglinde kolonize olabildigi de
kanitlanmis ve 3 hafta siiren deneme sonucunda, 74 kisiden %20’sinde S.mutans

sayist azalirken, %4’linde say1 artmistir (Nédse vd., 2001).

Yapilan arastirmalarda LGG igeren peynirlerin tiikiiriik salgis1t mikrobiyal florasinda
risk faktorlerini azalttigr tespit edilmistir. Kisa siireli probiyotik peynir tiiketimi

sonrasinda agiz mikroekolojisindeki degisimler incelenmis ve LGG’nin agizda
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kolonize olabilecegi goriilmiistiir. Buna bagli olarak da dis sagligin1 bozan etkenleri

inhibe eden etkinin peynir tiiketimi sonrasinda da devam ettigi belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Orneklerin toplanmasi

Saglikl ve dis ¢lirlimesi olan 19 bireyden alinan dis plag: ve ¢iiriik i¢i plag1 ornekleri
izolasyon materyali olarak kullanilmistir. Ornekler Siileyman Demirel Universitesi
Dis Hekimligi Fakiiltesi’nde, Dog. Dr. Yesim Bozkurt ve ekibi tarafindan ve Saglik,
Spor ve Kiiltiir Daire Baskanligi biinyesinde yer alan Mediko Sosyal Birimi’nde

alinmustir.

Orneklerin alindig1 bireylerde son 6 ay igerisinde antibiyotik kullanmama, sigara ve
icki gibi kotii aliskanlhiklarin  bulunmamasi gibi sartlar aranirken, beslenme
aligkanliklari, dis hekimine gitme sikliklari, dental hikaye ve dis bakiminda

kullanilan yontemler sorgulanmigtir. Yararlanilan anket formu Ek 1’de verilmistir.

3.2.Metot

3.2.1. Orneklerin izolasyon icin hazirlanmasi

Saglikli bireylerde dis plagindan, ¢iirtik dise sahip bireylerde ise ¢iirlik i¢cinden ve
diseti cebinden aseptik sartlarda alinan 6rnekler 0.5 ml steril peptonlu su (Atlas,

1997) icerisine aktarilarak izolasyon i¢in hazir hale getirilmistir.

3.2.2. izolasyon

Orneklerden 10*%e kadar steril fizyolojik tuzlu su (FTS) ile seri diliisyonlar
hazirlanmustir. Hazirlanan 107, 107, 10™. diliisyonlardan 0.1’er ml alinarak de Man
Rogasa Sharp Agar (MRS, Oxoid), M17 Agar (Oxoid), Glikoz Sakkaroz Potasyum
Telliirit Basitrasin Agar (GSTB), Sakkaroz Agar (SA), Mitis Salivarius Bacitracin
Agar (MSB), Mitis Salivarius Agar (MS, Difco), Brain Hearth Infusion Agar (BHI,
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Merck), Yeast Glikoz Lab Lemko Agar (YGLL) besiyerlerine yayma kiiltiir yontemi
ile ekim yapilmistir (Emilson ve Bratthall 1976; Tanzer vd., 1984; Karahan 1992;
Chung vd., 2004). Ekim yapilan petri kutular1 37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda koloni morfolojisi, gram reaksiyonlar1 ve katalaz aktiviteleri
incelenmistir (Erkkild ve Petdja, 2000). Sporsuz, Gram pozitif, kok ve ¢ubuk sekilli,
katalaz reaksiyonu negatif olan kolonilerin saf kiiltiirleri elde edilmis ve %20 gliserol
iceren eppendorf tiiplerinde stoklanmistir (deMan vd., 1960; Bartthall, 1980; Aslim,
1994; Thornton, 1996; Hartemink vd., 1997; Sénmez vd., 1999; Comelli vd., 2002;
Bagyigit, 2004).

3.2.2.1. Preparatlarin fotograflarimin ¢ekilmesi

Gram boyama sonrasinda hazirlanan preparatlardan basil, kok ve mayalarin tipik
mikroskobik goriintiisiine sahip olanlarin fotograflar1 S.D.U. Deneysel ve Gozlemsel
Ogrenci Arastirma Merkezi’nde 151k mikroskobu (Nikon, Eclipse 600) kullanilarak
cekilmistir.

3.2.2.2. izolasyonda kullamilan besiyerleri

Orneklerden laktobasil izolasyonu i¢in MRS Agar, laktobasillerin aktiflestirilmesi
icin MRS siv1 besiyeri kullanilmistir. Streptokok izolasyonu i¢in SA, MSB Agar, MS
Agar, GSTB Agar, MIl17Agar, YGLL Agar, BHI Agar, streptokoklarin
aktiflestirilmesi i¢in ise MS s1v1 besiyeri, M17 siv1 besiyeri, YGLL siv1 besiyeri, BHI

stv1 besiyeri kullanilmustir.

Yeast Glikoz Lab Lemko Sivi1 Besiyeri

Pepton........coooiiiiiiiii 100 g
Lab Lemco et ekstrakti.................... 100 g
D-GLKOZ ... 50g
Maya ekstrakti...............ooooiiiL, 3.0.g

Destile SU .. 1000 ml



22

Besiyeri bilesenleri tartilmis ve destile su ile karistirilarak pH 7.0 £ 0.2’ye ayarlanip,
5’er ml’lik hacimlerde tiiplere dagitilmistir. Besiyeri igeren tiipler 121°C’de 15
dakika sterilize edilmistir. YGLL sivi besiyerine %1.5 agar ilave edilerek YGLL
Agar hazirlanmistir (Karahan, 1992).

Mitis Salivarius Basitrasin Agar Besiyeri

Litreye 90 g olacak sekilde MS agar tartilir ve sterilizasyondan sonra 0.2 U/ml
olacak sekilde steril basitrasin eklenir (Emilson ve Bratthall, 1976).

Sakkaroz S1vi Besiyeri

Kalp inflizyonu...................oooiais 500 g
Sakkaroz............coeviiiiiiiiii S0g
THPtOZ. .o, 10g
Sodyum kloriir..............cooeiiiiiiiinn. S5¢g
Destile Su.......ccoeveiiiiiiiiiiiin, 1000 ml

Besiyeri bilesenleri tartildiktan sonra karistirilarak pH 7.2 + 0.2 olacak sekilde
ayarlanmis ve 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Sakkaroz sivi besiyerine %1.5

agar ilave edilerek Sakkaroz agar hazirlanmistir (Atlas, 1997).

Glikoz Sakkaroz Potasyum Telliirit Basitrasin Agar

A Cozeltisi

Triptik pepton..........coooeviiiiiiiiiiin.. 5¢g

Maya ekstrakti............ocooiiiiiiiiiiin. S5¢g
KoHPOy. .o, 5g
NazCOse i 0.05¢g
AT .o 20g

Tuz ¢ozeltisi.........ooeeviiiiiiiiiin.. 0.5 ml
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Destile SU.......oovvviiiiiiiiiiiian 799.5 ml
Bilesenler tartilarak 799.5 ml destile su ile karistirilmis ve i¢ine 0.5 ml tuz ¢ozeltisi

ilave edildikten sonra pH 7.2 + 0.2 olacak sekilde ayarlanmistir.

Tuz ¢ozeltisi

MgSO4.TH2O. e 1.15¢g
MnSO4.HO. oo 0.19¢g
FeSO4sHyO .o 0.68 ¢
Destile Su ....ovveiiiiii 800 ml

B Cozeltisi

GHKOZ. ..o 50g
Destile SU...ovviiieee e, 100 ml
C Cozeltisi
Sakkaroz.........c.ooviiiiiiiiiii 50g
Destile SU...unne e, 100 ml

Her bir ¢ozelti 121°C’de 15 dakika ayr1 ayn sterilize edildikten sonra karistirilmis ve
50-55°C’ye sogutulmustur. Uzerine steril filtreden gegirilmis 1 ml %1°lik potasyum
telliirit ve 300 U basitrasin eklenmis ve steril petri kutularina aktarilmistir (Tanzer

vd., 1984).

3.2.2.3. Saf kiiltiirlerin muhafaza edilmesi

Saf kiiltlirlerin muhafaza edilmesinde laktobasiller i¢in MRS sivi besiyeri ve
streptokoklar i¢in ise BHI sivi besiyeri kullanilmistir. Kiiltiirler MRS ve BHI sivi
besiyeri i¢ine inokiile edilerek 37°C’de 16-18 saat inkiibasyona birakilmstir.

Inkiibasyon sonunda %20 steril gliserol igeren steril eppendorf tiipleri icerisine 800-
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1000 pl kadar alinarak -80°C’de muhafaza edilmistir (Cakir, 1996; Manero ve
Blanch, 1999).

3.2.3. Laktobasillerin tanisi

Izole edilen tiim laktobasil suslar1 igin tanimlama testleri yapilmustir. Klasik
tanimlamada; glikozdan gaz olusturma, arjininden amonyak olusturma, 15°C ve
45°C’de gelisme testleri yapilmigtir. Ayrica friikktoz, galaktoz, laktoz, maltoz,
mannitol, mannoz, rafinoz, riboz, siikkroz ve trehalozun karbon kaynagi olarak
kullanimi testleri uygulanmistir (deMan vd., 1960; Aslim, 1994; Thornton, 1996;
Bogovic ve Rogelj, 1998; Sonmez vd., 1999; Basyigit, 2004).

3.2.3.1. Glikozdan gaz olusturma

Izole edilen laktobasillerin glikozdan gaz olusturma ozelliklerinin belirlenmesi
amaciyla Durham tiipleri igceren MRS siv1 besiyeri kullanilmistir. (Schillinger ve
Liicke, 1987). Steril besiyerine aseptik kosullarda taze kiiltiirden %1 oraninda
inokiilasyon yapilmis ve 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda
Durham tiipleri i¢inde gaz olusumu incelenmistir (Harrigan ve Mc Cance, 1966;

Kandler ve Weiss, 1986; Bagyigit, 2004).

3.2.3.2. Arjininden amonyak olusturma

Arjininden amonyak olusturma yeteneginin saptanmasinda Arjinin MRS s1v1 besiyeri
kullanilmigtir. MRS s1vi besiyerine %0.3 oraninda L-arjinin monohidroklorit ilave
edilmis, 5’er ml besiyeri tiiplere dagitildiktan sonra 121°C’de 15 dakika sterilize
edilmistir. Arjinin MRS sivi besiyerine aseptik kosullarda aktif kiiltiirden %1
oraninda inokiilasyon yapildiktan sonra, 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmustir.

Siire sonunda Nessler reaktifi kullanilarak renk degisimi incelenmistir.

Nessler Reaktifi (1000 ml)
Potasyum iyodiir..................... 70 g
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Civaiyodiir............oevvvvinnn.n 100 g
Potasyum hidroksit................. 100 g

Arjinin MRS s1v1 besiyerinde gelistirilmis 24 saatlik kiiltiirlerden beyaz bir zemin
lizerine bir miktar (1 ml veya 1 6ze dolusu) aktarilmistir. Uzerine aym miktarda
Nessler reaktifi ilave edilmistir. Renk kirmizi-kavuni¢iye doniigmiisse reaksiyon
pozitif, renk limon saris1 olmussa reaksiyon negatif olarak degerlendirilmistir
(Harrigan ve McCance, 1966; Kandler ve Weiss, 1986; Karahan, 1992; Cakir, 1996;
Sénmez vd., 1999; Basyigit, 2004).

3.2.3.3. 15°C ve 45°C’de gelisme

Aktif kiiltiirlerden steril MRS sivi besiyerine %1 oraninda inokiilasyon yapilmis ve
15 °C ve 45°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda MRS s1v1 besiyerinde
bulaniklik olusumuna gore degerlendirme yapilmistir. Bulaniklik goriilen tiipler
pozitif, goriilmeyenler ise negatif olarak degerlendirilmistir (Harrigan ve McCance,

1966; Kandler ve Weiss, 1986; Cakir, 1996; Sonmez vd., 1999; Bagyigit, 2004).

3.2.3.4. Karbonhidrat fermantasyon testleri

MRS sivi besiyerinden D-Glikoz ve et ekstrakti c¢ikarilarak temel besiyeri
hazirlanmistir. Besiyeri bilesimine %0.004 oraninda klorofenolred indikatorii ilave
edilmis ve besiyeri 5’er ml olacak sekilde tiiplere dagitildiktan sonra 121°C’de 15
dakika sterilize edilmistir. Test edilecek karbonhidratlarin (friiktoz, galaktoz, laktoz,
maltoz, mannitol, mannoz, rafinoz, sakkaroz ve trehaloz) %10’luk ¢ozeltisi
hazirlanmis, tindalizasyondan sonra son konsantrasyon %2 olacak sekilde besiyerine
ilave edilmistir. Hazirlanan besiyerine aktif kiiltlirlerden %1 oraninda inokiilasyon
yapilmis ve 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
tiplerdeki kirmizi-pembe renk sariya doniigmiisse karbonhidrat fermantasyonunun
meydana geldigi soylenmektedir. Rengin degismemesi halinde ise fermantasyonun
gerceklesmedigi anlagilmaktadir (Harrigan ve McCance, 1966; Kandler ve Weiss,
1986; Schillinger ve Liicke, 1987; Cakir, 1996; Sonmez vd., 1999; Basyigit, 2004).
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3.2.4. Koklarin tanisi

Morfolojik olarak tipik kok goriinlimiine sahip olan ve SA, MSB Agar, MS Agar,
M17 Agar ve YGLL Agar’dan elde edilen izolatlarin tanisi i¢in 10 °C ve 45°C’de, pH
9.6’da gelisim, %4 ve 6.5 NaCl’de lireme ve seker fermantasyon testleri yapilmigtir
(Cowan ve Steel, 1966; Harrigan ve McCance, 1966; Tunail ve Kosker, 1986;
Karahan, 1992; Holt vd., 1994; Salminen vd., 1998; Durlu-Ozkaya, 2001).

3.2.4.1. 10 °C ve 45°C’de gelisme

Aktif kiiltiirlerden steril YGLL s1v1 besiyerine %1 oraninda inokiilasyon yapilmis ve
10 °C ve 45°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda YGLL sivi besiyerinde
bulaniklik olusumuna gore degerlendirme yapilmistir. Bulaniklik goriilen tiipler
pozitif, goriilmeyenler ise negatif olarak degerlendirilmistir (Sandine vd., 1962;
Cowan ve Steel, 1966; Harrigan ve McCance, 1966; Tunail ve Kdsker, 1986; Holt
vd., 1994; Salminen vd., 1998; Durlu-Ozkaya, 2001).

3.2.4.2. pH 9.6’da gelisim

Bu test icin Glikoz Fenol Fitaleyn sivi besiyeri hazirlanmigtir. 5’er ml steril besiyeri
iceren tiiplere aktif kiiltiirden %1 oraninda inokiilasyon yapilmis ve 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Pembe besiyeri renginin agik sariya doniismesi ve olusan
bulanikliga gore degerlendirme yapilmistir (Sandine vd., 1962; Cowan ve Steel,
1966; Harrigan ve McCance, 1966; Tunail ve Kosker, 1986; Karahan, 1992; Holt
vd., 1994; Salminen ve Wright, 1998; Durlu-Ozkaya, 2001).

Glikoz Fenol Fitaleyn Besiyeri

Nutrient broth................c 425 ml
%20’lik glikoz ¢ozeltisi............ooeiiiinntn. 25 ml
Glisin tampon ¢Ozeltisi.........ccoeveviininnnn.n 50 ml

%0.2’1ik fenol fitaleyn ¢ozeltisi................... 25 ml
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0.6 g glisin (glikokol) ve 0.35 g NaCl 60 ml suda ¢6ziinmiis ve 0.1 N NaOH ile 100
ml’ye tamamlanarak glisin tampon ¢ozeltisi hazirlanmistir. %20’lik glikoz ¢ozeltisi
digindaki maddeler ayr1 ayr1 121°C’de 15 dakika sterilize edilmis, glikoz ise steril
filtreden gecirilerek (0.45 pl) sterilize edilmistir. Sterilizasyondan sonra glikoz
besiyerine ilave edilmis ve pH 9.6’ya ayarlanmistir. Daha sonra aseptik kosullarda
10’ar ml olacak sekilde steril tiiplere dagitilmistir (Sandine vd., 1962; Cowan ve
Steel, 1966; Harrigan ve McCance, 1966; Tunail ve Kosker, 1986; Karahan, 1992;
Holt vd., 1994; Salminen ve Wright, 1998; Durlu-Ozkaya, 2001).

3.2.4.3. %4 ve %6.5 NaCl’de iireme

%4 ve %6.5 oraninda NaCl ilave edilmis YGLL s1v1 besiyeri 5’er ml’lik hacimlerde
tiplere aktarilarak, 121°C’de 15 dakika sterilize edilmis ve aktif kiiltiirlerden %1
oraninda inokiilasyon yapilarak 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Siire
sonunda bulanikliga gore degerlendirme yapilmistir (Sandine vd., 1962; Cowan ve
Steel, 1966; Harrigan ve McCance, 1966; Tunail ve Kosker, 1986; Karahan, 1992;
Holt vd., 1994; Salminen ve Wright, 1998; Durlu-(")zkaya, 2001).

3.2.4.4. Seker fermantasyon testleri

YGLL sivi besiyerinden D-Glikoz ve et ekstrakti cikarilarak temel besiyeri
hazirlanmistir. Besiyeri bilesimine %0.004 oraninda klorofenolred indikatorii ilave
edilmis ve besiyeri 5’er ml olacak sekilde tiiplere dagitildiktan sonra 121°C’de 15
dakika sterilize edilmistir. Test edilecek karbonhidratlarin (laktoz, mannitol, rafinoz,
sorbitol ve trehaloz) %10’luk c¢ozeltisi hazirlanmis, tindalizasyondan sonra son
konsantrasyon %2 olacak sekilde besiyerine ilave edilmistir. Hazirlanan besiyerine
aktif kiiltiirlerden %1 oraninda inokiilasyon yapilmustir. 37°C’de 24-48 saat
inkiibasyondan sonra tiiplerdeki renk degisimi incelenmistir. Baslangi¢ta koyu
pembe olan besiyeri rengi sartya donilismiisse pozitif olarak, renk degisimi
gerceklesmemigse negatif olarak degerlendirilmistir (Harrigan ve McCance, 1966;
Kandler ve Weiss, 1986; Schillinger ve Liicke, 1987; Karahan, 1992; Cakir, 1996;
Sénmez vd., 1999).
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3.2.5. Laktobasillerin streptokoklara kars: antagonistik etkilerinin belirlenmesi

Laktobasillerin streptokoklara karsi antagonistik etkilerinin belirlenmesi amaciyla
agar diflizyon metodu kullanilmistir (Schillinger ve Liicke, 1987; ).%1.5 agar iceren
MRS Agar besiyeri ve %0.7 agar igeren BHI Agar besiyeri hazirlanmistir.
Hazirlanan besiyerleri 13’er ml olacak sekilde tiiplere aktarilmis ve 121°C’de 15
dakika sterilize edilmistir. Sterilizasyondan sonra MRS Agar besiyeri steril petri
kutularma dokiilerek bir gece kurumaya birakilmistir. Sonrasinda BHI Agar besiyeri
icerisine BHI si1v1 besiyerinde aktiflestirilen streptokok kiiltiirlerinden %1 oraninda
inokiilasyon yapilarak karistirilmig ve kiiltiirle karisan yar1 kat1 besiyeri petrilerdeki
MRS Agar besiyerinin iizerine dokiilmiistiir. Besiyerleri birka¢ saat buzdolabinda
bekletilmis ve steril mantar tipast yardimiyla {ist tabakada yer alan yar1 kat1 besiyeri
tizerinde kuyucuklar a¢ilmigtir. A¢ilan kuyucuklara MRS siv1 besiyerinde aktif halde
bulunan laktobasil kiiltiirlerinden inokiilasyon yapilarak kiiltiirlerin alt tabakadaki
MRS Agar besiyeri iizerinde gelismesi amaciyla 37°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmustir. inkiibasyon sonunda kuyucuklarin etrafinda olusan zon biiyiikliigiine

gore degerlendirme yapilmistir

3.2.6. Bakterilerin tutunma o6zelliklerinin belirlenmesi

Laktobasil ve streptokoklarin tutunma o&zelliklerinin belirlenmesi amaciyla diiz
tabanli, 96 kuyucuklu polistren tabakalara HAP ve kalsitleme ¢ozeltisi eklenmis ve

75°C’de tekrarlanan kurutmalar yapilarak kaplanmasi saglanmigtir.

HAP ile kaplanan ylizeyler 250 pl yapay tiikiirik ile 1 saat, 37°C’de muamele
edildikten sonra Fosfat Buffered Saline (PBS) ile 4 kez yikanmistir (4x250 pul). Daha
sonra kuyucuk igerisine laktobasil i¢eren siispansiyondan 100 pl aktarilarak 37°C’de
30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar tekrar PBS
ile 4 kez yikanmustir (4x250 ul). Her kuyucuk igerisine hiicre konsantrasyonu 10°
adet/ml olacak sekilde ayarlanmis ve biyotinlenmis bakteri siispansiyonundan 100 pl
aktarilarak 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. PBS ile 4 kez yikamadan sonra
(4x250 pl) kuyucuklara 5 mg/ ml s1gir serum albiimini ve 100 pl’lik avidin alkalin
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fosfataz (0.5 pl/ml) ilave edilmistir. 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyondan sonra
kuyucuklar tekrar PBS ile 4 kez yikanmis ve 100 pl para-nitrofenilfosfat (pNPP)
ilave edilerek oda sicakliginda 30 dakika icinde renk reaksiyonunun gerceklesmesi
saglanmistir. Son olarak, inkiibe edilen sollisyon temiz bir kuyucuk igerisine alinarak
kuyucukta kalan kismin absorbansi 405 nm (Organon Tecnica, Reader 530)’de

okunmustur (Guan vd., 2001).

3.2.6.1. Hidroksiapatit Cozeltisinin Hazirlanmasi

Bakterilerin yiizeylere tutunma 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla kullanilacak olan
mikrotitre platelerin polistiren ylizeyleri hidroksiapatit (HAP) soliisyonu ve
kalsitleme c¢ozeltisi ile kaplanmistir (Schilling vd., 1994; Guan vd., 2001). Bu

¢ozeltilerin hazirlanig1 asagida verilmistir:

a) HAP soliisyonu

Hidroksiapatit soliisyonu, 4 farkli partikiil biiytikliigline sahip HAP tozunun 1/10000
oraninda destile suya karistirilmasi ile hazirlanmistir. Kullanilan HAP tozlarindan
ilki (1 nolu HAP) seramik uygulamalarinda, ikincisi (2 nolu HAP) agir metaller ile
birlikte kullanilan uygulamalarda ¢esitli silahlarin yapiminda, {giinciisii (3 nolu
HAP) dis ve kemik uygulamalarinda ve dordiinciisii (4 nolu HAP) de seramik
uygulamalarinda kullanilabilecek 6zelliklere sahiptir. Bu materyallerden 3 ve 4 no’lu
olanlarin tip alaninda kullanimi1 daha yaygindir ve bunlarin yiizeyleri bakterilerin

tutunma miktarlarinin artiracak 6zelliktedir..

b) Kalsitleme cozeltisi

2.5 mmol/l CaCl,

7.5 mmol/1 KH,PO4

250.0 mmol/l trietanolamin

Kalsitleme c¢ozeltisi bilesenlerin tartilmasindan sonra pH’nin 7.4 + 0.2’ye

ayarlanmasi ile hazirlanmigtir.
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3.2.6.2. Kuyucuklarin hidroksiapatit veya kalsitleme ¢ozeltisi ile kaplanmasi

Bu islemde her bir kuyucuk igerisine 250 pl %0.1°lik HAP veya kalsitleme ¢ozeltisi
eklenmis ve 75°C’de tamamen kurumasi saglanmustir. Ayni islem 3 kez tekrarlanarak

ylizeylerdeki hidroksiapatitin sabitlenmesi miimkiin olmustur (Schilling vd., 1994).

3.2.6.3. Bakterilerin biyotinle isaretlenmesi

Bakterilerin biyotinle isaretlenmesi amaciyla laktobasiller MRS sivi besiyerinde,
streptokoklar ise BHI s1v1 besiyerinde 37°C’de 16-18 saat inkiibasyona birakilmig ve
inkiibasyon sonunda hiicreler 3 kez steril PBS ile yikanmistir (8000d/d’da 6 dakika,
Santrifugen Universal 32R, Hettrich Zentrifiigen). PBS igindeki hiicre
konsantrasyonunu tespit etmek amaciyla streptokoklar icin MS agar besiyerine,
laktobasiller i¢in MRS agar besiyerine damla kiiltiir yontemi ile ekim yapilmigstir. 1
ml dimetil siilfoksit igerisine 20 mg NHS-biyotin tartilarak hazirlanan biyotin
¢ozeltisinden 0.5 ml ve konsantrasyonu 10°-10® adet/ml olacak sekilde ayarlanmis
bakteri hiicre siispansiyonundan 10 ml karistirilarak 37°C’de 1.5 saat inkiibasyona
birakilmistir. Biyotinle birlesen hiicreler iki kez PBS ile yikanmis ve 150 pl’lik
kisimlar halinde -70°C’de saklanmustir (Guan vd., 2001).

3.2.6.4. Yapay tiikiiriik hazirlanmasi

%0.1 et ekstrakti

%0.2 maya ekstrakti
%0.5 proteoz pepton
%0.25 hog gastrik doku
6.0 mmol/l NaCl

1.8 mmol/l CaCl,

2.7 mmol/l KCl

121°C’de 20 dakika otoklavlandiktan sonra bu karisimm 100 ml’sine 0.45 pm steril
filtreden gegirilerek sterilize edilmis olan %40’lik {ire ¢ozeltisinden 125 pul

eklenmistir (Guan vd., 2001).
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3.2.6.5. PBS (Phosphate Buffered Saline) hazirlanmasi

NaCl..ooooiiiiiii, 8¢g
KCLooi 02¢g

NaHPOy4. oo 1.44 g
KHoPO4.oovoioieie 24¢

Bilesenler 800 ml destile suda c¢oziilmiis ve pH’st 7.4 £ 0.2 olacak sekilde
ayarlanmustir. Karistimin hacmi 1000 ml’e tamamlanarak 121°C’de 20 dakika

sterilizasyon yapilmistir (Sambrook vd., 1989).

3.2.7. Laktobasil ve streptokoklarin birbirlerine karsi etkilerinin dis yiizeyinde

incelenmesi

Laktobasillerin streptokoklara karsi tutunma yiizeyleri i¢in olusturdugu rekabetin
belirlenmesi igin Siileyman Demirel Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Ortodonti
Anabilim Dali tarafindan saglanan saglikli dis 6rnekleri kullanilmigtir. Bu amagla iki
farkli yontemden yararlanilmistir. Birinci yontemde Guan vd. (2001)’nin uyguladigi
yontem modifiye edilmistir. Buna gore dis 6rnekleri FTS (Fizyolojik tuzlu su) i¢inde
121°C’de 15 dakika sterilize edilmis ve steril yapay tiikiiriik igerisinde 37°C’de 30
dakika bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda steril pens ile alinan dis drneklerinin steril
kurutma kagidinda suyu giderilmis ve aseptik sartlarda laktobasil siispansiyonunun
icerisine birakilmistir. Dis Ornekleri 4 saatlik inkiibasyon sonunda steril pens ile
alinarak streptokok siispansiyonunun igerisine birakilmigtir. Burada da 4 saatlik
inkiibasyon tamamlandiktan sonra dis 6rneklerinin suyu aseptik kosullarda giderilmis
ve 10 ml’lik steril PBS igerisine aktarilmistir. Dis yiizeyine tutunan hiicrelerin PBS
icine dagilmast i¢in 1 dakika siireyle hizla karigtirllmistir. Buradan hazirlanan seri
diliisyonlardan laktobasiller i¢in MRS agar besiyerine ve streptokoklar i¢in MS agar
besiyerine damla kiiltiir yontemiyle ekim yapilmistir (Karahan vd. 2002). 37°C’de 48
saat inkiibasyondan sonra sayim yapilarak sayim sonuclar1 degerlendirilmeye

alinmustir.
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Ikinci ydntemde ise aktif haldeki laktobasil kiiltiiriinden 15 ml.’lik MRS siv1
besiyerine streptokoklardan ise BHI siv1 besiyerine %2 oraninda inokiile edilmis ve
37°C’de 16-18 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler
5000d/d’da 5 dakika santrifiij edilerek pelet iki kez steril PBS ile yikanmistir. Her
yikamadan sonra santrifiij iglemleri tekrarlanmistir. Pelet tekrar 5 ml PBS icinde
siispanse edilerek dis yiizeyinde laktobasilleri streptokoklara karsi etkilerinin
incelenmesi amaciyla yapilan denemelerde kullanilmistir. Dis 6rnekleri iizerinde 5
mm? lik bir alan isaretlenmis ve ¢evresi otoklav bandi ile kaplanmistir. Bu bolgeye
baslangi¢ hiicre konsantrasyonu belirlenmis olan laktobasil siispansiyonundan 10 pl
aktarilarak 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmstir. Isaretlenmis bolge tamamen
kuruduktan sonra steril FTS ile yikama yapilmis ve ayni alana baslangi¢ hiicre
konsantrasyonu belli olan streptokok siispansiyonundan 10 pl aktarilmistir. 37°C’de
30 dakika inkiibasyondan sonra dis ler steril FTS i¢ine alinarak hizlica karistirilmig
ve seri diliisyonlar yapilarak laktobasiller icin MRS agar besiyerine, streptokoklar
i¢in ise MS agar besiyerine damla kiiltiir yontemiyle ekim yapilmigtir. 37°C’de 48

saat inkiibasyondan sonra sayim yapilarak sonuglar degerlendirilmistir.

3.2.8. Laktobasillerin plasmid profillerinin belirlenmesi

Laktobasillerin plazmid profillerinin belirlenmesi amaciyla iki farkli yontemden
yararlanilmisgtir. O’Sullivan ve Klaenhammer (1993) tarafindan gelistirilen yontemde
5-10 ml’lik laktobasil kiiltiirii MRS s1v1 besiyerinde 37°C’de 16-18 saat inkiibasyona
birakilmis ve inkiibasyon sonunda 5000 d/d’da 5 dakika santrifiij edilerek peletin
ayrilmasi saglanmistir. Daha sonra pelet 200 ul 30 mg/ml lizozim igeren %25’lik
sakkaroz ¢ozeltisi ile karigtirilmistir. Sivi, eppendorf tiipiine aktarilarak 37°C’de 15
dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 400 ul sodyumdodesilsiilfat
(%3 SDS + 0.2 N NaOH) ¢ozeltisi eklenmis ve hemen karistirilarak 7 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir. Cozelti iizerine 300 pl soguk 3 M alkali sodyum asetat
(pH 4.8) eklenerek karigtirtlmis ve + 4°C’de 14000 d/d’da 15 dakika santrifiij
edilmistir. Siipernatant temiz bir eppendorf tiipline aktarilmis ve iizerine 650 ul
isopropanol eklenmistir. +4°C’de 14000d/d’da 15 dakika santrifijjden sonra {ist sivi

faz uzaklastirilmis ve pelet lizerine sirasiyla 320 pl steril saf su, 200 pl 7.5 M
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amonyum asetat (0.5 mg/ml etidyum bromit iceren) ¢ozeltisi ve 350 pl fenol/
kloroform karisimi ilave edilmistir. Oda sicakliginda 14000 d/d’da 5 dakika
santrifiijden sonra iist siv1 faz temiz bir eppendorf tiipline aktarilarak tizerine 1 ml -
20°C’de sogutulmus etanol eklenmistir. lyice karistirildiktan sonra +4°C’de 14000
d/d’da 15 dakika santrifiij edilmis ve iist faz wuzaklastirilmistir. Pelet oda
sicakligindaki %70’lik etanol ile yikanmis ve kurutulduktan sonra 40 ul TE+RNase
(TER) eklenerek, 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra Tris asetat
tampon (TAE) i¢inde hazirlanan %0.7’lik agaroz jelde 100 voltta yiiriitiilmiistiir.

Diger bir yonteme goére MRS sivi besiyeri iginde 16-18 saat gelistirilen 1.5 ml’lik
laktobasil kiiltiirleri 14000d/d’da 5 dakika santrifiij edilerek pelet alinmis ve iizerine
500 pl %0.5 NaCl c¢ozeltisi eklenerek tekrar santrifiij edilmistir. Sivi
uzaklastirildiktan sonra pelet tizerine 100 pl 20mg/ml lizozim igeren A ¢ozeltisi ilave
edilmistir. 37°C’de 1 saat inkiibasyondan sonra {izerine 200 ul 0.2 N NaOH igeren C
cozeltisi eklenerek karisimin rengi berraklagincaya kadar beklenmistir. Karigim
tizerine 50 pl 2 M Tris (pH 7.0) ve 70 ul 5 M NaCl eklenmis ve oda sicakliginda 15
dakika bekletildikten sonra iizerine 450 pl %3 NaCl ile doyurulmus fenol ilave
edilmistir. Birkag kez karistirildiktan sonra rotary shaker platform tizerinde 30 dakika
karigmasi saglanmistir. Siire sonunda 14000d/d’da 15 dakika santrifiij edilmis ve {ist
stv1 faz temiz bir eppendorf tiipline aktarilmistir. Siv1 faz {izerine 450 pl kloroform:
izoamil alkol (24:1) ilave edilerek 10 dakika rotary shaker platformda karistirilmis ve
5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Siire sonunda 14000d/d’da 15 dakika
santrifiij edilerek {iist sivi faz temiz bir eppendorf tiipiine aktarilmustir. Sivi faz
tizerine 450 pl %95°lik etanol ve 40 ul 2.5 M Sodyum asetat (pH 5.2) eklenerek - 20
°C’de 2 saat veya - 80 °C’de 30 dakika bekletilmistir. Siire sonunda 14000d/d’da 20
dakika santrifiij edilerek etanol uzaklastirilmis ve iizerine %70’lik etanol ilave
edilerek 14000d/d’da 5 dakika tekrar santrifiij edilmistir. Etanol uzaklastirildiktan
sonra pelet kurutulmus ve tizerine 10 pl stok RNase ¢ozeltisinden ilave edilmistir.
37°C’de 1 saat veya + 4 °C’de 12-24 saat bekletildikten sonra TAE ¢o6zeltisinde
hazirlanmis agaroz jelde 100 voltta yiiriitiilerek jeldeki goriintii degerlendirilmistir

(Cakar, 2003).
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A ¢ozeltisi (250 ml)

62.5 g sakaroz

12.5ml 1 M Tris (pH 8)
2.5ml 0.5 M EDTA (pH 8)

C ¢ozeltisi (250 ml)

2.252 g glikoz

7.5 g SDS

12.5ml 1 M Tris (pH 8)
2.5ml 0.5 M EDTA (pH 8)

TER c¢ozeltisi

RNase 10 mg/ ml olacak sekilde Tris-EDTA tampon ¢ozeltisi i¢inde ¢Oziilmiistiir.
Cozelti 100°C’de 15 dakika kaynatilmis ve oda sicakligina sogutularak — 20°C’de

saklanmistir.

%3 NaCl ile doyurulmus fenol ¢ozeltisi

100 g fenol tartilarak, tizerine 20 ml destile su ve 3 g NaCl aktarilarak 45°C’lik su
banyosunda bekletilmis ve ¢oziinmesi saglanmistir. Ortama 0.1 g hidroksiquinolin
ilave edildikten sonra iyice karigmasi saglanmis ve karisim oda sicakliginda

tutulmustur.

TE Tampon Cozeltisi (pH 7.4)
10 mM Tris CI (pH 7.4)
1 mM EDTA (pH 8.0)

TAE Tampon Cozeltisi

50x 242 g Tris

57.1 ml asetik asit

100 ml1 0.5 M EDTA (pH 8.0)
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3.2.9. Laktobasillerin asit olusturma yeteneginin degistirilmesi

Laktobasillerin asit iiretim yeteneklerinin degistirilmesi amaciyla etidyum bromit
uygulamasi yapilmustir. Iki farkli dozda etidyum bromit (50 pg/ml ve 100 pg/ml)
steril MRS sivi1 besiyerine katilmis ve % 2 oraninda bakteri inokiile edilmistir
(Akgelik vd. 1996). 37°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra hazirlanan seri
diliisyonlardan %0.3 ve %1.5 CaCOj igceren MRS agara ekim yapilmustir. 37°C’de 48
saat siiren inkiibasyondan sonra MRSA+CaCO; ‘da zon olusturmayan koloniler
segilerek, MRS s1v1 besiyerine asilanmigtir. 37°C’de 16-18 saat inkiibasyondan sonra

pH Ol¢iimii yapilarak degerlendirilmistir.

Uygulanan bir diger yontemde ise aktif haldeki laktobasillerden glikoz icermeyen
MRS sivi besiyerine %1 oraninda inokiilasyon yapilmis ve 37°C’de 16-18 saat
inkiibasyona birakilmistir. Bu islem 30 giin siire ile devam ettirilmistir ve siire
sonunda glikoz igeren MRS sivi besiyerine %1 oraninda inokiilasyon yapilarak
37°C’de 16-18 saat bekletilmistir. inkiibasyon sonunda kiiltiiriin pH’s1 &lgiilerek
baslangi¢ pH’s1 ile karsilastirma yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Anket sonuclari

Toplanan dis 6rneklerinde 6rnek alinan bireylerin yas ve cinsiyete gore ayrimi ve
laktik asit bakterilerinin bulunma siklig1 agisindan beslenme aliskanliklari, agiz
sagligint korumaya yonelik tercihleri incelenmistir. Cizelge 4.1’de 6rnek alinan
bireylerin yas ve cinsiyete gore ayrimi ve Ek 2’de ise Ornek alinan bireylerin
beslenme aligkanliklar1 ve agiz sagligini korumaya yonelik tercihlerine ait sonuglar

verilmistir.

Cizelge 4.1. Dis 6rneklerinin yas ve cinsiyete gore ayrimi

Dis ornekleri 112 (3|4 |516 |7 |8 |9 [10|11(12]13|14|15|(16|17|18]|19
Hastanin
cinsiyeti KI|K|E |[E |K|K|E |[E |[K|K|K|E |K]|]E |K|K|E |K |K

Hastanin yagsi 27127121121 (14(24(23[24(21]24]25]121]142]33[23[21[17[{26]21

Ciiriik dis ornegi | + + + |+ |+ [+ |+ |+ |+ +

Plak ornegi + +

Saghkh dis
6rnegi + |+ |+ |+ |+ |+ +

19 ornekten 12 adedi kadin (%63.15°1), 7 adedi erkek (%36.85°1) deneklerden
alimmustir. Bunlardan 17 adedi 15-30 (%89°u) ve 2 adedi ise 30-45 (%]11°1) yas grubu
icinde yer almaktadir. Orneklerden 10 adedi ciiriik dis, 2 adedi dis plag: ve 7 adedi de

saglikli dislerden alinmustir.

Anket sonuclarina gore deneklerin %94’iinde siit ve siit {irlinleri tiiketiminin fazla
oldugu belirlenmistir. Bu iriinlerden yogurt ve peynir tiiketiminin i¢me siiti ve
dondurma tiiketimine oranla daha yiiksek diizeyde oldugu tespit edilmistir. Agiz
saghiginin korunmasinda deneklerin diger mekanik temizleme yontemlerine gore dis
fircalama yontemini tercih ettikleri belirlenmistir. Dis fircalama sikliginin deneklerin
%75’inde glinde 2 kez, %10’unda 2 -3 giinde bir, %10.5’inde 15 giinde bir kez
oldugu ve %0.5’inin ise agiz ve dis sagligini korumada hicbir yontemden

yararlanmadigi tespit edilmistir.
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4.2. Izolasyon sonuclari

Ornekler 3.2.1.°de belirtildigi sekilde izolasyona hazirlanmis ve uygun
diliisyonlardan SA, MSB agar, MS agar, GSTB agar, M17 agar, YGLL agar, BHI
agar besiyerlerine ekim yapilmustir. Aerobik kosullarda 37°C’de 48 saatlik
inkiibasyon sonucunda saymm yapilmis ve farkli morfolojik oOzelliklere sahip
koloniler daha sonra yapilacak calismalarda kullanilmak iizere segilmistir. Izolatlarmn
sus numaralarmnin verilmesinde izolasyon kaynag: dikkate almmustir. 1k iki rakam

ornek numarasini, sonraki iki rakam ise sus numarasini belirtmektedir.

Yapilan ¢aligmada MRSA’dan elde edilen izolatlarin laktobasil, diger
besiyerlerinden elde edilen izolatlarin ise streptokok ve maya olabileceginden

hareketle ilk ayrimi yapilmigtir.

Izolatlarin se¢iminde MRSA’da laktobasillere 6zgii krem renkli, mat ve diizgiin
kenarli kolonilere dncelik verilmistir. Diger besiyerlerinde ise tiir ve sus yelpazesini

genis tutabilmek amaciyla degisik goriiniimlii koloniler izole edilmistir.

Izolasyon sonucunda 73 adedi MRSA ve 85 adedi diger besiyerlerinden olmak iizere
toplam 158 izolat elde edilmistir. Saflik kontrolii yapilan izolatlarin mikroskobik
goriinlimii, Gram reaksiyonu ve katalaz aktiviteleri incelenmistir. Cesitli boyutlarda
cubuk sekilli, G (+) goriiniimlii ve katalaz negatif izolatlar laktobasil olarak
degerlendirilmistir. Laktobasillerin izolasyon kaynaklari, mikroskobik goriiniimleri

ve koloni sekilleri Ek 3°de verilmistir.

Laktobasil oldugu diisiiniilen 73 adet izolattan 1 adedi (%1.36) 1 no’lu ciirtik dis
orneginden, 1 adedi (%1.36) 8 no’lu saglikli dis 6rneginden, 1 adedi (%1.36) 9 no’lu
saglikli dis 6rneginden, 3 adedi (%4.1) 3 no’lu ciiriik dis 6rneginden, 40 adedi
(%54.8) 14 no’lu ciirlik 6rneginden ve 28 adedi ise (%37.02) 19 no’lu ¢iiriikk dis
orneginden izole edilmistir. Bu orneklerin alindig1 deneklerde 6rnek alinmadan 6nce
stit ve siit tirlinleri tiikketimi belirlenmistir. Siit ve siit Uriileri tiikketimine gore izolat

sayilart Ek 4’te verilmistir. Buna goére en fazla sayida laktobasil izole edilen 14
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ornegin alindigi denegin 6rnek alinmadan bir gece O6nce ve 19. Ornegin alindig
bireyin ise drnek alindig1 giin siit tiikettigi tespit edilmistir. Her iki 6rnek de ¢iiriik dis
plagindan almmustir. Siit ve siit Uriinleri tliketiminin laktobasillerin dis yiizyine
tutunmalarin1 tesvik edici Ozellige sahip olmalar1 ve bu bakterilerin ¢iirik diste
yerlesimlerinin fazla olmasi nedeniyle laktobasil izolatlariin ¢ogu bu iki drnekten

elde edilmistir.

Laktobasil izolatlarinin 25 adedi — 80°C’de muhafaza sirasinda canliligini
kaybetmistir. Canli kalabilen izolatlar igin tani testlerine gegilmistir. Tani testleri
3.2.3.’te belirtildigi sekilde yapilmistir. Laktobasillere ait biyokimyasal tani testleri
sonuclart Ek 5.°te ve karbonhidrat fermantasyon testleri sonuclari da Ek 6 ’da

verilmigtir.

Tani testleri agiz florasini olusturan tiirlerin belirlenmesi ve olusturulmasi planlanan
agiz probiyotigi preparatlarinin giivenli olmasi acisindan 6nem tasimaktadir.
Laktobasillerin morfolojik 6zelliklerini gosteren izolatlarmm 15°C’de ve 45°C’de
gelisme, glikozdan gaz ve arjininden amonyak olusturma durumlari incelenmistir.
Hammes ve Vogel, (1995) tarafindan yeniden diizenlenen laktobasil taksonomisinde
hiicre duvarinin peptidoglukan yapisi, bazi enzimlerin elektroforetik hareketliligi
%G+C oram, 15°C’de ve 45°C’de gelisme ve arjininden amonyak olusturma
testlerine ait sonuclar dikkate alinmaktadir. Bu calismada gergeklestirilen testler
sonucunda, 15°C’de gelisme ve arjininden amonyak olusturma testleri dikkate

aliarak diizenlenen Cizelge 4.2 incelendiginde;

1. Genel olarak 15°C’de gelismeyen ve arjininden amonyak olusturmayan obligat
homofermentatif (Grup 1) 6zellikte 3 adet,

2. Cogunlukla 15°C’de gelisip, arjininden amonyak olusturmayan fakiiltatif
heterofermantatif (Grup 2) 6zellikte 11 adet,

3. Cogunlukla her iki teste pozitif reaksiyon veren tiirleri igeren obligat

heterofermantatif (Grup 3) 6zellikte 28 adet izolat belirlenmistir.
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15°C’de gelisme gostermeyen ancak arjininden amonyak olusturan 1430, 1450,
1945, 1946, 1958, 1961 ve 1965 suslarinin ise bu 6zellikleri iceren Grup 1 ve Grup
3’¢ dahil olabilecegi belirlenmistir. izolatlarin tanimlanmasinda molekiiler diizeyde
gerceklestirilen testlerin uygulanmasi onem tasimaktadir. Bu nedenle yapilacak
calismalarla klasik tani testlerinin modern molekiiler tekniklerle desteklenmesi

planlanmaktadir.

Bu test sonuglarina gore toplam 48 adet izolattan 9 adedinin Lactobacillus fermentum
(%18.75), 7 adedinin Lactobacillus casei subsp. rhamnosus (%14.5), 3 adedinin
Lactobacillus reuteri (%6.25) ve 1 adedinin de Lactobacillus salivarius (%2.08)
oldugu tespit edilmistir. Kalan 29 adet tiir diizeyinde tanis1 yapilamamakla birlikte,

bu bakterilerin Lactobacillus sp. (%60.41) olarak tanis1 konmustur.

1425, 1441, 1442, 1444, 1445, 1447, 1448, 1451, 1943, 1944, 1947, 1948, 1949,
1952, 1954, 1957 no’lu suslar biyokimyasal tani testlerine uygunluk gostermekle
beraber, bazi karbonhidrat fermantasyon testlerine uymadiklar1 i¢in kesin tani
yapilamamistir. Bu izolatlardan 1451, 1949 ve 1954 no’lu suslar biyokimyasal tani
testine gore Lactobacillus casei subsp. rhamnosus’un karakteristik ozelliklerini
tagimakta, ancak 1451 no’lu sus mannoz negatif ve ksiloza pozitif, 1949 no’lu sus
mannitol ve trehaloza negatif ve 1954 no’lu sus mannitol, mannoz ve trehaloza
negatif sonu¢ vermektedir. 1425, 1441, 1442, 1445, 1448, 1947 ve 1957 no’lu suslar
biyokimyasal tani testlerine gore Lactobacillus fermentum’un karakteristik
Ozelliklerini tasimakta, ancak 1425 no’lu sus sakkarozu, 1441, 1442, 1448, 1947 ve
1957 no’lu suslar ise rafinozu fermente etme 6zelligi tasimamaktadir. 1445 no’lu sus
mannozdan asit olusturma oOzelligine sahip olmasindan dolayr Lactobacillus
fermentum olarak degerlendirilememistir. 1447 no’lu sus biyokimyasal tani testlerine
gore Lactobacillus reuteri’nin karakteristik 6zelliklerini tagimakta, ancak ksilozu
indirgeme Ozelligine sahip olmasi ve rafinozdan asit olusturma yeteneginin
bulunmamasi nedeniyle bu suslarin kesin tanisi yapilamamaktadir. 1952 no’lu sus
Lactobacillus delbrueckii subsp.delbrueckii nin karakteristik 6zelliklerini tagimakla

beraber mannozu kullanabilme o6zelligine sahip olmasindan dolayr tani



40

konamamistir. Kesin taniin yapilabilmesi ancak genetik yontemlerle miimkiin

olabilmektedir.
1422, 1427, 1429, 1432, 1445, 1450, 1454, 1952 no’lu suslarda biyokimyasal tani
testlerinde uyumsuzluk oldugu i¢in tan1 yapilamamistir. Taninin gergeklesirilmesinde

genetik tan1 yontemlerinden yararlanilmasi gerekmektedir.

Cizelge 4.2. Laktobasillerin fermantatif 6zelliklerine gore siniflandirilmasi

Grup 1 Grup 2 Grup 3

1444 1420 1421
1952 1424 1422

1970 1433 1423

1435 1425

1441 1426

1451 1427

1454 1428

1949 1429
1950 1431

1954 1432

1955 1442

1443

1445
1446

1447
1448

1449

1459

1943

1944
1947

1948
1957

1960

1963

1966

1967

[zolatlardan gesitli boyutlarda kok gériiniimiinde, G (+) ve katalaz negatif izolatlar
sreptokok olarak degerlendirilmis ve tani testleri yapilmak iizere ayrilmustir. Izolatlar
arasinda yer alan kok ve mayagoriiniimli suslarin izolasyon kaynaklari, mikroskobik

goriiniimleri ve koloni sekilleri Ek 7.’de verilmistir.
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MSBA, MSA, M17 Agar, BHIA, YGLLA ve SA’dan elde edilen 85 izolatin 4
adedinin maya, 81 adedinin ise kok goriiniimlii oldugu tespit edilmistir. Bu
izolatlardan 9 adedi 1 no’lu ¢iiriik dis orneginden, 1 adedi 2 no’lu dis plag:
orneginden, 7 adedi 3 no’lu ciiriik dis 6rneginden, 2 adedi 4 no’lu dis plag
orneginden, 1 adedi 5 no’lu saglikli dis 6rneginden, 3 adedi 7 no’lu saglikli dis
orneginden, 2 adedi 8 no’lu saglikli dis 6rneginden, 1 adedi 10 no’lu saglikl dis
orneginden, 13 adedi 11 no’lu g¢iiriik dis 6rneginden, 8 adedi 14 no’lu ¢iiriik dis
orneginden, 1 adedi 18 no’lu saglikli dis 6rneginden ve 31 adedi ise 19 no’lu ¢iiriikk
dis Orneginden izole edilmistir. izolatlarm 65 adedi sogukta muhafaza sirasinda
canliligmi kaybetmistir. Bunun sebebinin izolasyonda ilk olarak kullanilan
besiyerlerinin izolatlara uygun olmamasi nedeniyle bakterilerin yasamsal
faaliyetlerini siirdiirebilecekleri ortami bulamamasi oldugu diisliniilmektedir.
Kullanilan uygun besiyerlerinde canli kalabilen 17 adet kok izolati i¢cin 3.2.4.te
belirtildigi sekilde tami testleri yapilmustir. Streptokok ve enterokoklara ait
biyokimyasal tanmi testi sonuglar1 Ek 8.’de ve karbonhidrat fermantasyon testleri

sonuclar1 da Ek 9.’da verilmistir.

Tan testleri sonucunda 4 adet izolatin oral streptokoklardan Streptococcus mutans
grubuna ait oldugu tespit edilmistir. Bu grupta yer alan bakteriler; Streptococcus
cricetus, Streptococcus mutans, Streptococcus oralis ve Streptococcus sobrinus’tur.
Bu izolatlarin tiir diizeyinde tanilar1 ancak genetik tan1 yontemiyle yapilabilmektedir.
Kalan 16 adet izolattan 13 adedinin enterokok, 3 adedinin ise maya oldugu tespit
edilmistir. Enterokok grubuna dahil olan izolatlarin biyokimyasal testlerle
Streptococcus avium veya Streptococcus gallinarum olabilecegi sonucuna varilmistir
Taninin kesinlestirilmesinda genetik tani testlerinden yararlanilmasi gereklidir. Daha

sonra yapilacak ¢aligsmalarla taninin kesinlestirilmesi planlanmaktadir.

Bu calismada elde edilen izolatlar daha 6nce yapilmis olan bazi arastirmalar ile
benzerlik gostermektedir. Twetman vd. (1999) yaptig1 bir calismada cesitli dis
problemleri olan 108 ilkokul 6grencisinde tedavi Oncesi ve sonrasinda tiikiiriikte
bulunan mutans streptokoklarin ve laktobasillerin sayilar1 tespit edilmistir. Buna

gore, mutans streptokoklarin varliginin yasa ve kaybedilen dis sayisina bagli olarak
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arttig1 tespit edilmistir. 1-3 yaslar1 arasindaki ¢ocuklarda mutans streptokok sayisi
okul cagindakilere oranla daha dustiktiir. Diger taraftan laktobasiller diste
tutunmalarinin kolay oldugu kisimlarinda baskin olmakta ve ¢ocuklarin tiikiiriigiinde
bulunmamaktadir. Cocuklarin yaklasik %87’sinde mutans streptokok ve %47 sinde
laktobasile rastlanmistir. Mutans streptokoklarin varlhigi c¢iiriik dislerle baglantili
goriilmiis, ancak laktobasiller ile dis ¢iirigiiniin herhangi bir baglantis1 olmadigi

tespit edilmistir.

Chavez de Paz vd. (2003) yaptig1 bir arastirmada kimyasal ve mekanik tedaviler
sonrasinda disin kok kanallarinda bulunan bakterilerin tespit edilmesine yonelik
incelemelerde bulunulmustur. Arastirma sonuglarina goére basta laktobasiller olmak
lizere, mutans grubundan olmayan streptokoklar ve enterokoklar baskin haldeki

bakteriler olarak belirtilmistir.

Bir bagka arastirmada (Smith vd., 2001), 93 kisiden alinan 98 dis plag1 ve 72 tiikiiriik
ornegi incelenmis ve bakteri oranlar tespit edilmistir. Orneklerde tiikiiriikten %20.8,
plaktan %51.0 oraninda laktobasil izole edilmistir. Izole edilen diger
mikroorganizmalardan S.mutans tlkirikte %27.8, plakta %10.2, mayalar tiikiiriikte
%23.6, plakta %20.4, Staphylococcus sp. tiikiiriikte %22.2 ve plakta %12.2 oraninda
tespit edilmistir. Toplam 170 drnekten 65 adet Lactobacillus sp. 1zole edilmistir.
Bunlardan %24.6’s1 Lactobacillus brevis, % 18.5’1 Lactobacillus fermentum,
%16.9°u Lactobacillus casei, %]15.4’(i Lactobacillus delbrueckii, %9.23’i
Lactobacillus plantarum, %7.69°u Lactobacillus acidophilus, %4.62’s1 Lactobacillus
Jjensenii, %1.54°1 Lactobacillus salivarius ve %1.54’1 Lactobacillus gasseri olarak
tanimlanmistir. Ayrica bu c¢alismada dis c¢iliriigii olan hastalardan alinan plak

orneklerinde laktobasil sayilarinin daha yiiksek oldugu da belirtilmistir.

Helmerhorst vd. (2004) yaptig1 bir bagka calismada dis yiizeyi biyofilmine ilk
kolonize olan bakteriler incelenmistir. Bu c¢alismada periodontal hastaliklarin
olusumunda bakteriyel kiimelesmenin ve dis ylizeyine ilk kolonize olan bakterilerin
Oonemi belirtilmistir. Bu bakteriler kolonize olduktan sonra ortami diger bakteriler

icin elverisli hale getirmekte ve bunlarin tutunmalarin1 kolaylagtirmaktadirlar. Tiim
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orneklerde tiikiirtikteki S.mitis ve S.mutans sayilar1 azken, oOzellikle ilk 6 saat
sonunda dis plaginda sayilarin arttigi gozlenmistir. Ayrica bu ¢alismada dis plagi

olusum sathalarindaki bakteri popiilasyonunun da degisiklik gdsterdigi belirtilmistir.

Simonovi¢ vd. (2002) yaptigi bir arastirmaya gore dis plagindan izole edilen
bakteriler streptokoklar, aktinomisetler, Veillonella, Nieisseria ve Bacteroides’dir.
Streptokoklardan 6zellikle nonhemolitik viridans grubun yogun olarak tespit edildigi
de belirtilmistir. Ayrica dis c¢lirigliniin gelisimine bagl olarak bazi bakterilerin
baskin hale gelirken bazilarinin sayica azaldigindan séz edilmistir. Laktobasiller ve
S.mutans grubu bakterilerin ise kok kanallarinda daha yaygin halde bulundugu

bildirilmistir.

Sekil 4.1’de mayalarin mikroskobik goriinimii, Sekil 4.2’de streptokoklarin
mikroskobik goriiniimii, Sekil 4.3’te laktobasillerin mikroskobik goriintimleri ve

Sekil 4.4°te enterokoklarin mikroskobik goriiniimii verilmistir.

Sekil4.1. Mayalarin mikroskobik goriintiisii



Sekil 4.2 Streptokoklarin mikroskobik goriintiisii
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Sekil 4.3 Laktobasillerin mikroskobik goriintiisii
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Sekil 4.4 Enterokoklarin mikroskobik goriintiisii

4.3. Antagonistik etki denemeleri sonuclari

Saglikli ve c¢iirik diste bulunan laktobasiller asit Ttretimleri nedeniyle dis
ciirimesinde etken olarak disiiniilseler dahi, olusturduklari metabolitlerle dis
patojenlerinin inhibisyonunu saglayabilmektedirler. Bu nedenle agiz probiyotigi
seciminde dis patojenlerine karsi antagonistik etki diizeyi fazla olan laktobasillerin

se¢cimi Onem tasimaktadir.

Izolasyonu tamamlanmis olan 48 adet laktobasilin, 4 adet S.mutans’a gosterdigi
antagonistik etkisi 3.2.5.’deki yontemle belirlenmistir. Antagonistik etki deneme

sonuclar1 Ek 10’da verilmistir.

Antagonistik etki denemelerinin sonucglarina goére 4 adet laktobasil susu
(Lactobacillus sp. 1454, Lactobacillus casei subsp.rhamnosus 1950, Lactobacillus
sp. 1952, Lactobacillus salivarius 1970) tim streptokok suslarina, 24 adet laktobasil
susu (Lactobacillus fermentum 1421, Lactobacillus fermentum 1423, Lactobacillus

casei subsp.rhamnosus 1424, Lactobacillus sp. 1425, Lactobacillus sp. 1427,
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Lactobacillus fermentum 1428, Lactobacillus sp. 1429, Lactobacillus casei
subsp.rhamnosus 1433, Lactobacillus casei subsp.rhamnosus 1435, Lactobacillus sp.
1442, Lactobacillus fermentum 1443, Lactobacillus sp. 1445, Lactobacillus sp. 1446,
Lactobacillus sp. 1448, Lactobacillus sp. 1450, Lactobacillus sp. 1451, Lactobacillus
sp. 1944, Lactobacillus sp. 1947, Lactobacillus sp. 1948, Lactobacillus sp. 1949,
Lactobacillus sp. 1954, Lactobacillus sp. 1958, Lactobacillus reuteri 1960,
Lactobacillus reuteri 1966) 3 streptokok susuna, 8 adet laktobasil susu
(Lactobacillus sp. 1422, Lactobacillus sp. 1430, Lactobacillus fermentum 1431,
Lactobacillus sp. 1447, Lactobacillus sp. 1945, Lactobacillus sp.1946, Lactobacillus
casei subsp.rhamnosus 955, Lactobacillus fermentum 1963) 2 streptokok susuna ve
9 adet laktobasil susu (Lactobacillus sp. 1432, Lactobacillus casei subsp.rhamnosus
1441, Lactobacillus sp. 1444, Lactobacillus reuteri 1449, Lactobacillus sp. 1943,
Lactobacillus sp. 1957, Lactobacillus fermentum 1959, Lactobacillus sp. 1961,

Lactobacillus fermentum 1967) 1 streptokok susuna karsi etki gostermistir.

Tiim laktobasil suslari arasinda en fazla etkiyi gosteren 14 adet laktobasil susu
(Lactobacillus  fermentum 1423, Lactobacillus casei subsp.rhamnosus 1424,
Lactobacillus sp. 1425, Lactobacillus sp. 1430, Lactobacillus casei subsp.rhamnosus
1433, Lactobacillus casei subsp.rhamnosus 1435, Lactobacillus fermentum 1443,
Lactobacillus sp. 1454, Lactobacillus sp. 1948, Lactobacillus casei subsp.rhamnosus
1950, Lactobacillus sp. 1952, Lactobacillus casei subsp.rhamnosus 1955,
Lactobacillus reuteri 1960, Lactobacillus salivarius 1970) daha sonraki tutunma
denemelerinde kullanilmak {izere ayrilmistir. Bu calismada laktobasillerin dis
yilizeyinde tutunarak dis patojenlerinin etkisini azaltmalar1 istendigi icin diger
laktobasil suslarinda antagonistik etki sonuglari daha iyi olmasina karsin, tutunma
miktar1 daha fazla olan Lactobacillus casei subsp.rhamnosus 1955’un ve
antagonistik etki denemelerinde tiim streptokoklara karsi etki gosterdigi icin
Lactobacillus salivarius 1970’un denemelerin devaminda kullanilmasina karar
verilmigtir. Sekil 4 4’te antagonistik etki denemesi sonucunda elde edilen goriintii

verilmistir.
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Seki 4.5. Antagonistik etki denemesi sonucunda petri kutusunda goriintimii

4.4. Tutunma denemesi sonuclar

4.4.1. Streptokoklarin farkh yiizeylere tutunma o6zelliklerinin belirlenmesi

Streptokoklarin adezyon o6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla bir ¢ok arastirmada
farkli kaplama materyallerinden yararlanilmistir. Bu c¢alismada, tanisi yapilan
streptokoklarin adezyon oOzelliklerinin saptanmasinda polistiren (PS) yiizey,
kalsitleme c¢ozeltisi ile kaplanmis yiizey ve dis minesindeki baskin kristal yapi
olmasindan dolayr (Guan vd., 2001) 4 farkli HAP materyal ile kaplanmis
ylizeylerden yararlanilmistir. Biyotinle isaretlenmis bakterilerin 6 farkli tipteki
ylzeye adezyon Ozelliginin belirlenmesinde 3.2.7.°de belirtilen yontemden
yararlanilmistir 405 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak yapilan dlglimler

sonucunda elde edilen absorbanslar Cizelge 4.3‘te verilmistir.

S.mutans suglarinin farkli yiizeylere tutunma o6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla

yapilan denemeler sonucunda 3 nolu HAP ile kapl ylizeylerde tutunmanin daha fazla



49

oldugu belirlenmistir. 1 nolu HAP ile kaplanan yiizeylerde S.mutans 1904, 1925,
1929 ve 1933 suslarinin yiizeye tutunma denemeleri sonunda 0.097-0.239, 2 nolu
HAP ile kaplanan yiizeylerde 0.203-0.252, 3 nolu HAP ile kaplanan yiizeylerde
0.324-0.995 ve 4 nolu HAP ile kaplanan yiizeylerde 0.070-0.374 absorbans tespit
edilmistir. PS yiizeylerde Olgiilen absorbans araligi 0.035-0.046 degerlerinde ve
kalsitleme ¢ozeltisi ile kaplanan yiizeylerde belirlenen absorbans araligi 0.034-0.050
degerlerindedir. Bu degerler ile hicbir islem gormemis kontrol kuyucuklarinda
oOl¢iilen degerler ¢ok yakin oldugu i¢in bu materyallerde tutunmanin kayda deger veri

elde etmede saglikli olmayacag diistiniilmiistiir.

Cizelge 4.3. S.mutans suslarinin farkl yiizeylere tutunma 6zelliklerinin belirlenmesi

amaciyla yapilan denemenin sonuglari

Kaplama islemi | 1904 1925 1929 1933
1.HAP 0.097 0.152 0.143 0.239
2.HAP 0.230 0.228 0.252 0.203
3.HAP 0.324 0.995 0.952 0.792
4.HAP 0.114 0.269 0.374 0.070

PS 0.041 0.046 0.035 0.035

Kalsitleme Coz. 0.034 0.046 0.050 0.037

Bos kuyucuk 0.042 0.046 0.047 0.044

Bu sonuglar HAP yiizeylere tutunma agisindan Guan vd. (2001) elde ettigi sonuglarla
benzerlik gostermekle birlikte, kalsitleme c¢ozeltisi ile yiizeylerin kaplanmasi
sonucunda Schilling vd. (1994) daha yiiksek absorbanslar bildirmistir. Bu nedenle de
streptokoklarin  yiizeylere tutunma 6zelliklerinin belirlenmesinde kalsitleme

cozeltisinden yararlanmiglardir.

Bu calismada absorbans araligi 3 nolu HAP ile kaplanan yiizeylerde 0.324-0.995
arasinda belirlenmis ve tiim suslarda en yiiksek diizeyde tutunma saglandigi igin

calismanin devaminda kaplama materyali olarak kullanilmasina karar verilmistir.

Laktobasillerin ve streptokoklarin adezyon 0Ozelliklerinin kiyaslanmasi amaciyla
tanist yapilan laktobasil suslar1 kullanilarak gergeklestirilen denemelere ait sonuglar

Ek 10°da verilmistir.
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Denemelerde kullanilan 48 adet laktobasilin 6 adedinin HAP ile kapl yiizeylerde
vermis oldugu absorbanslar 1.700’lin iizerindedir. Laktobasillerin streptokoklara
kars1 agiz probiyotigi olarak kullanilabilmesi amaciyla adezyon ozellikleri ve
antagonistik etkileri birlikte degerlendirilmistir. Antagonistik etki denemeleri
sonucunda streptokoklara karsi en fazla etki gosteren 14 adet laktobasil susunun
adezyon Ozellikleri incelenmis ve Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1955 ile
Lactobacillus salivarius 1970’in  denemelerin devaminda kullanilmasina karar
verilmigtir. Daha Once yapilmis ¢alismalar arasinda laktobasillerin HAP yiizeylere
adezyon oOzelliklerine ait bulgulara rastlanmadigindan, bu c¢alismada elde edilen

sonuclarla kiyaslanmasi miimkiin olmamustir.

4.4.2. Streptokoklarin laktobasil varh@inda HAP yiizeylere tutunma

ozelliklerinin belirlenmesi

Laktobasillerin varliginda streptokoklarin HAP ile kaplanmig ylizeylere tutunma

denemelerinin sonuglar1 Cizelge 4.4.’te verilmistir.

Cizelgede S.mutans 1904, 1925, 1929 ve 1933 no’lu suslarin tek baslarina HAP kaph
ylizeylere tutunma denemeleri sonuglari ile kontroller kiyaslandiginda belirlenen fark
0.305-0.348 degerindedir. Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1955 varliginda
tespit edilen absorbans degerleri ile kontrol arasindaki fark 0.064-0.098 olarak
belirlenmistir. Lactobacillus salivarius 1970 varliginda ise Olglim degerleri ile
kontrol arasindaki fark 0.470-0.740 arasindadir. Bu sonuglara gore Lactobacillus
casei subsp. rhamnosus 1955 ile yapilan denemelerde S.mutans’in yiizeye
tutunmasinin belirgin diizeyde azaldig1 belirlenmistir. Daha 6nce yapilmis ¢alismalar
arasinda laktobasillerin HAP ylizeylerde streptokoklarin sayisini azaltmaya yonelik
kullanimina ait bulgulara rastlanmadigindan, bu calismada elde edilen sonuglarla
kiyaslanmast miimkiin olmamustir.

Cizelge 4.4. Streptokoklarin laktobasil varliginda HAP yiizeylere tutunma

ozelliklerinin belirlenmesi

‘Kuyucuklar Absorbans Kontrol ile Fark
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S.mutans 1904 B 1.670 0.331
S.mutans 1925 B 1.644 0.305
S.mutans 1929 B 1.654 0.315
S.mutans 1933 B 1.687 0.348
Bos Kontrol 1.339

Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1955

+S.mutans 1933 B 0.879 0.098
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1955

+S.mutans 1933 B 0.845 0.064
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1955

Kontrol 0.781

Lactobacillus salivarius 1970+S.mutans 1929 B 1.822 0.740
Lactobacillus salivarius 1970+S.mutans 1933 B 1.552 0.470
Lactobacillus salivarius 1970 Kontrol 1.082

4.5. S.mutans suslarinin laktobasil varhginda dis yiizeyine tutunma

ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla yapilan denemelerin sonu¢lari

S.mutans suglarinin laktobasil varliginda dis ylizeyine tutunma o6zelliklerinin
belirlenmesi  amaciyla  yapilan  denemeler 3.2.7.de  anlatildigr  gibi
gergeklestirilmistir. Cizelge 4.5.’te birinci yontem kullanilarak yapilan deneme
sonucunda bakterilerin tek baglarina tutunma 6zelliklerinin incelendigi denemelerin
sonuglar1 ve Cizelge 4.6.’da ise bakterilerin ayn1 ortamda birbirlerine kars1 etkilerinin
incelendigi denemelere ait sonuclar verilmistir. Cizelge 4.7°de ikinci yontem
kullanilarak yapilan deneme sonucunda bakterilerin tek baslarina tutunma
ozelliklerinin incelendigi denemelerin sonuglart ve Cizelge 4.8.’de ise bakterilerin
aym1 ortamda birbirlerine karsi etkilerinin incelendigi denemelere ait sonuglar

verilmistir.

Birinci denemede oncelikle laktobasiller ve streptokoklarin tek baslarina tutunma
miktarlar1 belirlenmistir. Daha sonra laktobasil suslar1 tutunma rekabetinin
belirlenebilmesi amaciyla streptokoklara karsi denenmistir. Elde edilen sonuglara
gore baslangic hiicre konsantrasyonu 5x10° kob/ml olan Lactobacillus casei subsp.
rhamnosus 1955 susunun deneme sonundaki hiicre konsantrasyonu 8.3x10%-6.6x10’
kob/mI’ye diiserken, baslangi¢ hiicre konsantrasyonu 2.5x10°-5x10” kob/ml olan

Streptococcus mutans 1904, 1925, 1929 ve 1933 suslarinda hiicre son hiicre
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konsantrasyonu 1.83x10° -7.16x107 arasindadir. Baslangi¢ hiicre konsantrasyonu
1.2x10° kob/ml olan Lactobacillus salivarius 1970’in deneme sonundaki hiicre
1.11x10-5x10"  kob/mI’ye
konsantrasyonu 2.5x10%-5x10" kob/ml olan Streptococcus mutans 1904, 1925, 1929

konsantrasyonu diiserken,  baslangic  hiicre

ve 1933 suslarinda son hiicre konsantrasyonu 2.83x10’-7.8x10"arasindadur.

Cizelge 4.5. Bakterilerin tek baslarina tutunma 6zelliklerinin incelendigi denemelerin

sonugclari

Baslangic

sayilari

Bakteri ad1 (kob/ml) 1. Dis | 2.Dis 3. Dis 4.Dis
Lactobacillus casei subsp.
rhamnosus 1955 (kob/ml) 5x10° 5x10° | 2x107 | 1.6x107 | 1.6x10’
Lactobacillus salivarius 1970
(kob/ml) 1.2x10° 5x10° | 1.16x107 | 5x10° | 7.5x10°
S. mutans 1904 (kob/ml) 1.5x10’ 5x10’
S. mutans 1925 (kob/ml) 0.5x10’ 2.5x10°
S. mutans 1929 (kob/ml) 8.3x10° 1x10’
S. mutans 1933 (kob/ml) 1.5x10® 1x10’

Cizelge 4.6. Bakterilerin ayn1 ortamda birbirlerine karsi etkilerinin incelendigi

denemelere ait sonuglar

Laktobasil Streptokok
Bakteri Adi sayisi (kob/ml) | sayis1 (kob/ml)
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1955+
S.mutans 1904 5.6x10’ 5.6x10’
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1955+
S.mutans 1925 8.3x10° 1.83x10°
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1955+
S.mutans 1929 5.6x10’ 5.16x10’
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1955+
S.mutans 1933 6.6x10’ 7.16x10’
Lactobacillus salivarius 1970+ S.mutans 1904 1.11x10’ 1x10’
Lactobacillus salivarius 1970+ S.mutans 1925 3.2x10’ 2.83x10’
Lactobacillus salivarius 1970+ S.mutans 1929 4.8x10’ 6.5x10’
Lactobacillus salivarius 1970+ S.mutans 1933 5x107 7.8x10’

Cizelge 4.7. Bakterilerin tek baslarina tutunma 6zelliklerinin incelendigi denemelerin

sonugclari

Bakteri Ad1

Baslangi¢ sayilari
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(kob/ml)
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1955 (kob/ml) 8.66x10’
Lactobacillus salivarius 1970 (kob/ml) 2.25x10°
S. mutans 1904 (kob/ml) 2.x107
S. mutans 1925 (kob/ml) 2.5x10’
S. mutans 1929 (kob/ml) 2.33x10’
S. mutans 1933 (kob/ml) 1.5x10’

Cizelge 4.8. Bakterilerin ayn1 ortamda birbirlerine karsi etkilerinin incelendigi

denemelere ait sonuglar

Laktobasil | Streptokok

sayisi sayis1
Bakteri ad1 (kob/ml) | (kob/ml)
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1955+ S.mutans 1904 | 1.5x10° |2.83x10°
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1955+ S.mutans1925 | 1.66x10° | 1.16x10°
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1955+ S.mutans 1929 | 1.16x10° |2.5x10°
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1955+ S.mutans 1933 2x10° 2.16x10°
Lactobacillus salivarius 1970+ S.mutans 1904 3.16x10° 1x106
Lactobacillus salivarius 1970+ S.mutans 1925 8.3x10* | 1.41x10°
Lactobacillus salivarius 1970+ S.mutans 1929 2.66x10° 1.83x10°
Lactobacillus salivarius 1970+ S.mutans 1933 2.66x10° 2.5x10°

Denemenin ikinci kisminda 5 mm?’lik alani isaretlenmis dis yiizeylerinde tutunma

miktarlart tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gore baglangic hiicre
konsantrasyonu 8.66x10’ kob/ml olan Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1955’in
deneme sonundaki hiicre konsantrasyonu 1.16x10°-2x10° (kob/ml)’ya diiserken,
baslangi¢ hiicre konsantrasyonu 1.5x107-2.5x10” kob/ml olan Streptococcus mutans
1904, 1925, 1929 ve 1933 suslarinda hiicre son hiicre konsantrasyonu 1.16x10°-
2.83x10° arasindadir. Baslangi¢ hiicre konsantrasyonu 2.25x10° kob/ml olan
Lactobacillus salivarius 1970’in deneme sonundaki hiicre konsantrasyonu 8.3x10*
2.66x10° kob/mI’e diiserken, baslangi¢ hiicre konsantrasyonu 1.5x107-2.5x10” kob/ml
olan mutans 1904, 1925, 1929 ve 1933 suslarinda son hiicre konsantrasyonu 1x10°-

2.5x10° arasindadr.

Laktobasil ve streptokoklarin baslangi¢ hiicre konsantrasyonlar1 ile deneme sonunda

tespit edilen hiicre konsantrasyonlari arasinda O6nemli diizeyde fark olmadigi
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belirlenmistir. Bu sonuglarla daha once yapilmis bazi arastirmalarin sonuglari
benzerlik gostermektedir. Guan vd. (2001) yaptig1 c¢alismada streptokok sayisi
10mn  iizerinde oldugu durumlarda tutunan hiicre sayismin azaltilamadig
belirtilmistir. Filoche ve ark.’nin (2004) yaptig1 bir ¢alismaya gore ise laktobasillerin
dis plaginda tek baslarina ve diger tiirlerin varhiginda tutunma miktarlari
incelenmistir. Tek basina tutunma miktarlarinin, diger tiirlerin varliginda tutunmaya
gore oldukca diislik diizeyde oldugu bildirilmistir. Bilgiler 1s181inda yapilacak ileriki
calismalarda laktobasil ve streptokok suslarinin bir arada bulundugu karisik kiiltiir

ortaminda tutunma miktarlarinin belirlenmesi planlanmaktadir.
4.6. Laktobasillerin plazmid profillerinin belirlenmesi

Laktobasillerin plazmid profillerinin belirlenmesi amaciyla yapilan denemeler
3.2.8’de belirtilen sekilde gerceklestirilmistir. Denemelerde kullanilan plazmid
izolasyon yontemlerinin basarili sonu¢ vermedigi tespit edilmistir. Sekil 4.5te birinci
izolasyon ydntemine gore ve Sekil 4.6’da ikinci izolasyon yontemine gore yapilan
plazmid izolasyonlar1 sonucunda agaroz jel elektroforezi sonrasinda elde edilen

goriintiiler verilmektedir.

Bu c¢alismada karsilasilan giicliikler ve alinan sonuglar daha 6nce yapilmis olan bazi
arastirmalarin  sonuglart ile benzerlik gostermektedir (Klaenhammer vd. 1993;
Cataloluk, 2003). Bu c¢alismalarda laktokoklardan ve laktobasillerden plazmid
izolasyonu yapilmaya calisilmis ve laktobasillerden plazmid izole etmenin
laktokoklara gore zor oldugu belirtilmistir. Laktobasillerin hiicre duvarinin kirilmasi
amaciyla kullanilan lizozim enziminin hiicre duvarmin kirilmasinda yetersiz
kaldigini, belli oranlarda ve kisa siireli mutanolisin ile lizozim karistminin birlikte

uygulanmasi gerektigi agiklanmistir.

Klaenhammer ve ark. (1993) laktobasillerden plazmid izolasyonuna yonelik olarak
yaptiklar1 c¢alismada 25 kb ve f{izerinde biiyiikliige sahip olan plazmidlerin

izolasyonunda mutanolisin kullanimin1 6nermistir. Ayrica bu aragtirma sonuglarina
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gore lizozim ile muamele sirasinda inkiibasyon siiresi ve pH’nin uygun olmadig:

kosullarda plazmidin kolaylikla kaybolabilecegi de vurgulanmustir.

-
—-—
.
—
_—

- -
-
.-

Sekil 4.6 O’Sullivan ve Klaenhammer (1993)’1n yontemi ile plazmid izolasyonu

Sekil 4.7 Cakir (2003)’lin yontemi ile plazmid izolasyonu

Cataloluk (2003) yaptigi calismada daha Onceleri laktokoklardan plazmid
izolasyonunda Chassy (1976), Klaenhammer vd. (1978), Sullivan ve Klaenhammer
(1993) ve Burger ve Leon (1994)’un kullandig1 yontemlerden yararlanarak disten
izole edilen Lactobacillus salivarius’tan plazmid izole etmeye c¢alismig, ancak
basarilt sonug¢ alamadigini belirtmistir. Bunun sebebibin ise laktobasillerin lizozime

kars1 hassas olmamasma baglamistir. Klaenhammer ve ark.’nmin (1993) yaptigi
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calisma ile benzerlik gostermekle birlikte lizozim ve mutamolisin uygulamalarinda
yontemlerde farkl stireler ile belirtilmis olan ve yaklasik 1 saat siiren inkiibasyonda
plazmidin kaybolacagi belirtilmistir. Ayrica lizozim ile birlikte uygulanan
mutanolisin miktarinin 60 U’ten fazla olmamas1 gerektigi, aksi taktirde plazmidin

yok olacagi bildirilmistir.

Tiim bu bilgiler 1s181nda daha sonraki ¢alismalarda bu ¢alismada izole edilen ve agiz
probiyotigi olarak kullanilmasi Onerilen laktobasillerden plazmid izolasyonu

yapilmasi planlanmaktadir.

4.7. Ag1z probiyotigi olarak kullamilmasi 6nerilen laktobasillerin asit olusturma

yeteneklerinin giderilmesi

Laktobasillerin asit olusturma 6zelliklerinin giderilmesi amaciyla 3.2.9’da anlatilan
yontemlerden yararlanilmistir. 50 ve 100 pg/ml etidyum bromid iceren MRS sivi
besiyerinde gelistirilen laktobasillerden CaCOs igeren MRS agar besiyerine ekim
yapildiktan sonra 48 saatlik inkiibasyon gerceklestirilmis ve olusan kolonilerin
etrafindaki zon olusumu degerlendirilmistir. Degerlendirme sonunda olusan tiim
kolonilerin etrafinda zon olustugu tespit edilmistir. Buna gore kolonilerin asit
olusturduklar1 ve asit olusturma 6zelliklerinin degistirilemedigi sonucuna varilmistir.
Diger yontemle yapilan calismada laktobasillerin baslangi¢ pH’lart Lactobacillus
casei subsp. rhamnosus susunda 3.91 ve Lactobacillus salivarius susunda 3.85 olarak
belirlenmistir. Bu sonuglar glikoz icermeyen MRS sivi besiyerinde 30 giinliik
pasajlama isleminden sonra sirasiyla 6.85 ve 6.78 olarak tespit edilmistir. Bu
kiiltiirler tekrar glikoz igeren MRS sivi besiyerine alinarak 37°C’de 16-18 saat
inkiibasyona birakilmis ve sonrasindaki Ol¢timlerinde Lactobacillus casei subsp.
rhamnosus 1955’in pH’s1 4.15, Lactobacillus salivarius 1970’in pH’s1 ise 4.01
olarak belirlenmistir. Buna gore yapilan pasajlama igleminin laktobasil suslarinin asit

tiretme Ozellikleri lizerinde kayda deger bir etki yaratmadig1 sonucuna varilmaistir.

5. SONUC
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Siit ve siit Uriinlerini agiz ve dis saghigmmin korunmasindaki olumlu etkileri yaygin
olarak bilinmekle birlikte laktik asit bakterilerinin agiz ve dis sagliginin
korunmasinda kullanilmalarina yonelik caligmalar olduk¢a yeni ve gelistirilmeye

acik bir alan1 olusturmaktadir.

Bu c¢alismada, laktik asit bakterileri kullanilarak ciiriik etkeni mikroorganizmalarin
ortamdan uzaklastirilmas1 amacglanmigtir. Ciirlik diste yer alan bakterilerden olan
laktobasillerin asit olusumu ile ¢iiriik olusumuna katki sagladiklar1 ve bu 6zelligin
giderilmesiyle ¢iirlik olusumunu Onlemede etkili olabileceklerine dair bulgulara
rastlanmistir. Bu bakteriler dis kaynakli olduklarindan fermente iiriinler ile
alindiginda tekrar dis yiizeyine tutunmalar1 ve dis patojenleri ile rekabet edebilmeleri

daha kolay olacaktir.

Yapilan anketlere gore iilkemizde dis ciirlimelerinin 6nlenmesi amaciyla mekanik
yontemleri kullanma orani diisiik olmasina karsin fermente siit ve siit iirlinleri
tiikketiminin fazla oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle agiz ve dis sagligin1 korumaya
katk1 saglayacak suslari igeren iirlinlerin tiiketimininin iilkemizde yaygin olacagi

diistiniilmektedir.

Elde edilen suslarin giivenilir ve sagliga faydali etkilerinin oldugu hayvan
denemeleri ile daha sonra ise goniillii bireylerle calisilarak belirlenmelidir. Bu
ozelliklere sahip suslar1 iceren gidalarin {iretimi veya ticari preparatlarin hazirlanmasi

acisindan gerekli caligmalarin yapilmasi planlanmaktadir.
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EK 1 Ornek alinan hastalara uygulanan anket formu

Adi1 Soyadi :

Cinsiyeti

Yasi:

Ogrenim durumu:

Meslegi:

Son alt1 ay i¢inde herhengi bir tedavi gordii mii?

Son ti¢ ay i¢inde kullandig: ilaglar (6zellikle antibiyotikler)

Dental Hikaye
e En son ne zaman , ne i¢in dis hekimine gitti?
e Dis fircalama aligkanlig1 var m1?
e Dis fircalama siklig1 nedir?

e Diger dental hijyen araglarindan herhangi birini kullantyor mu?
a. Dis ipi b. Arayliiz fircas1  c.Kopriialti ipi d.Ag1z ¢alkalama soliisyonlari
e. Diger

e Xylitol iceren iiriinleri kullantyor mu?

e Kotii aliskanliklart var mi?
a. Alkol  b. Sigara c. Diger

Dental Muayene

Et ve iirtinleri Tlketmiyor |Az Normal Cok
Tiiketiyor

Hamur isi ve tatlilar

Meyve ve sebze

Icme siitii

Peynir

Yogurt

Dondurma ve diger siit liriinleri

En son tiiketilen sit tirtind ve
miktar1:

Adres ve Tel. no:




EK 2. Ornek alinan bireylerin beslenme aliskanliklar1 ve agiz sagligini korumaya

yonelik tercihleri
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Dis
En Son Tiiketilen Siitlii | fircalama
Ornek |Siit | Yogurt | Peynir | Dond. | Gidalar sikhig1
1 N [N N A 1 hafta once 1 kase yogurt | 15 giinde bir
2 N [N N A 1 hafta 6nce 1 kase yogurt | 15 giinde bir
Giinde iki
3 A |N N - Onceki giin 1 bardak siit | kez
Giinde iki1
4 A |N N - Onceki giin 1 bardak siit | kez
Giinde iki
5 - A - N 3 giin 6nce 2 bardak siit | kez
Giinde iki
6 - |IN A C Onceki giin dondurma kez
Giinde iki
7 A A N C Onceki giin dondurma kez
Onceki giin 1 kibrit
8 A |N C A kutusu kadar peynir -
Giinde iki
9 A [N N N 1 bardak ayran kez
Giinde ti¢
10 C |C N C Bir gece once 1 bardak siit | kez
11 - - A N - iki giinde bir
3-4 giinde
12 A |N N N Onceki giin 1 kase yogurt | bir
Onceki giin 1 kibrit Giinde iki
13 - N N A kutusu kadar peynir kez
Onceki aksam 2 bardak
14 N [N N A stit Diizensiz
Giinde bir
15 A A N N Onceki giin yogurt kez
Giinde iki
16 A A A - 3 giin Once 1 bardak siit | kez
Sabah 1 kibrit kutusu Giinde iki
17 A |A A - kadar peynir kez
Sabah 1 kibrit kutusu
18 - C N N kadar peynir -
19 C |A C A Sabah 1 su bardag siit iki giinde bir




EK 3. Laktobasillerin izolasyon
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kaynaklari, mikroskobik goriiniimleri ve koloni

sekilleri

Sus Besiyeri/

No Koloni Sekli Mikroskopta Goriiniim Ornek No
Kiigtik, beyaz, parlak,

1420 |yuvarlak Kisa, kalin yapida basil zincirleri | MRSA / 14

1421 | Biiyiik, beyaz, yuvarlak |Kisa basil MRSA / 14

1422 | Biiyiik, beyaz, yuvarlak |Kisa, kalin yapida basil MRSA / 14

1423 | Biiyiik, beyaz, yuvarlak | Kisa basil MRSA /14

1424 | Biiyiik, beyaz, yuvarlak | Zincir sekilli kisa basil MRSA /14
Kiiciik, beyaz, parlak,

1425 |yuvarlak Kisa basil MRSA /14
Kiiciik, beyaz, parlak,

1426 |yuvarlak Kisa basil MRSA / 14
Kiiciik, beyaz, parlak,

1427 |yuvarlak Kisa basil MRSA / 14
Biiyiik, beyaz, parlak,

1428 |yuvarlak Kisa basil MRSA / 14
Biiyiik, beyaz, parlak,

1429 |yuvarlak Kisa basil MRSA / 14
Kiiciik, agik renkli,

1430 |yuvarlak Kisa, kalin basil MRSA /14
Kiiciik, agik renkli,

1431 |yuvarlak Kisa basil MRSA /14
Kiiciik, agik renkli,

1432 |yuvarlak Kisa, kalin yapida basil zincirleri | MRSA / 14

1433 | Biiyiik, beyaz, yuvarlak | Diploid yapida basil zincirleri MRSA / 14

1435 | Biiyiik, beyaz, yuvarlak | Diploid yapida basil zincirleri MRSA / 14
Kiiciik, beyaz, parlak,

1441 |yuvarlak Karisik zincir seklinde, kisa basil | MRSA / 14

1442 | Biiyiik, beyaz, yuvarlak | Kisa basil MRSA /14

1443 | Biiyiik, beyaz, yuvarlak | Kisa basil MRSA /14

1444 | Biiyiik, beyaz, yuvarlak |Kisa basil MRSA / 14

1445 | Biiyiik, beyaz, yuvarlak | Kisa basil MRSA /14

1446 | Biiyiik, beyaz, yuvarlak | Kisa basil MRSA /14

1447 | Biiyiik, beyaz, yuvarlak | Kisa basil MRSA /

Cok kisa,kalin basil ve uzun, diiz
1448 | Biiyiik, beyaz, yuvarlak | yapilar MRSA /14
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Sus Besiyeri/

No Koloni Sekli Mikroskopta Goriiniim Ornek No

1449 | Biiyiik, beyaz, yuvarlak | Cok kisa basil ve uzun yapilar MRSA / 14

Kisa kalin basil ve uzun, diiz

1450 |Biiyiik, beyaz, yuvarlak |yapilar MRSA / 14

1451 |Biiyiik, beyaz, yuvarlak | Kisa basil MRSA / 14
Biiyiik, beyaz, parlak,

1454 |yuvarlak Zincir gekilli kisa basil SA /14

1943 | Acik renk, yuvarlak Uzun, ince zincir seklinde basil | MRSA /19

1944 | Beyaz, opak, yuvarlak Uzun yapida basil zincirleri MRSA /19
Beyaz, opak, yuvarlak,

1945 | biiyiik Cok kisa basil MRSA /19
Acik renk, yuvarlak,

1946 | kiiciik, mat Kisa, kalin yapida basil MRSA /19
Beyaz, opak, yuvarlak, Kisa basil ve aralarda uzun, diiz

1947 | biiyiik yapilar MRSA /19

1948 | Beyaz, opak, yuvarlak Uzun yapida basil zincirleri MRSA /19

1949 |Beyaz, opak, yuvarlak Cok kisa basil MRSA /19
Acik renk, yuvarlak,

1950 |kiiclik, beyaz Zincir sekilli kisa basil MRSA /19
Acik renk, yuvarlak,

1952 | kiigiik Kisa basil MRSA /19
Acik renk, yuvarlak, Kisa basil ve aralarda uzun diiz

1954 | kiiciik yapilar MRSA /19
Beyaz, mat, yuvarlak,

1955 | biiyiik Kisa basil MRSA /19
Beyaz, mat, yuvarlak, Kisa basil ve aralarda uzun, diiz

1957 | biiyiik yapilar MRSA /19
Beyaz, mat, yuvarlak,

1958 | biiyiik Cok kisa ve kalin yapida basil MRSA /19
Beyaz, mat, yuvarlak, Cok kisa basil ve uzun, diiz

1959 |kiiciik yapilar MRSA /19
Beyaz, mat, yuvarlak,

1960 |biiyiik Kisa basil MRSA /19
Beyaz, mat, yuvarlak, Kisa basil ve aralarda uzun diiz

1961 | kiiclik yapilar MRSA /19
Beyaz, mat, yuvarlak,

1963 | kiiclik Diploid yapida basil zincirleri MRSA /19
Beyaz, mat, yuvarlak,

1965 | biiyiik Kisa basil MRSA /19
Beyaz, mat, yuvarlak,

1966 | kiigiik Kisa basil MRSA /19
Beyaz, mat, yuvarlak, Cok kisa basil ve uzun, diiz

1967 |biiyiik yapilar MRSA /19
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Sus Besiyeri/

No Koloni Sekli Mikroskopta Goriiniim Ornek No
Beyaz, mat, yuvarlak,

1970 | biiyiik Diploid yapida basil zincirleri MRSA /19




Ek 4. Siit ve siit iiriinleri tiikketimine gore izolat sayilar
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Ornek Diger ]
No Curik | Plak | Saghkh | Laktobasil | m.o. Siit ve Uriinleri Tiiketimi
1 + 1 9 1 hafta dnce 1 kase yogurt
2 + - 1 1 hafta dnce 1 kase yogurt
3 + 3 7 Onceki giin 1 bardak siit
4 + - 2 Onceki giin 1 bardak siit
5 + - 1 3 giin Once 2 bardak siit
7 + - 3 |Onceki giin dondurma
Onceki giin 1 kibrit kutusu kadar
8 + 1 2 peynir
9 + 1 1 bardak ayran
10 + - 1 Bir gece once 1 bardak siit
11 + - 13 -
14 + 40 8 Onceki aksam 2 bardak siit
Sabah 1 kibrit kutusu kadar
18 + - 1 peynir
19 + 28 31 Sabah 1 su bardag siit
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EK 5. Laktobasillere ait biyokimyasal tani testi sonuglari

Sus
No

Katalaz

Gram

15°C’de
gelisim

45°C’de
gelisim

Glikozdan
gaz
olusturma

%6.5
NaCl’de
gelisim

Arjininden
amonyak
olusturma

1420

+

+

+

1421

1422

1423

+ [+ |+

+ o+ |+

1424

1425

1426

1427

1428

1429

1430

1431

1432

o R o R

1433

1435

1441

1442

1443

1444

1445

1446

1447

1448

1449

1450

1451

o N o e S e o o o

1454
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1943
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Glikozdan| %6.5 |Arjininden
Sus 15°C°de |45°C’de gaz NaCl’de| amonyak
No | Katalaz | Gram | gelisim |gelisim | olusturma | gelisim | olusturma
1944 - + + + - + +
1945 - + - + + + +
1946 - + - + + + I
1947 - + * + + + +
1948 - + + + - + +
1949 - + + + + _
1950 - + + - + +
1952 - + - + + + -
1954 - + + + + + -
1955 - + + + - + -
1957 - + * + + + +
1958 - + - + - + +
1959 - + + + + + +
1960 - + + + + + +
1961 - + - + + + +
1963 - + + * + + +
1965 - + - + - + +
1966 - + + + + + +
1967 - + + + + + +
1970 - + - + - + -
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EK 6. Laktobasillere ait karbonhidrat fermantasyon testleri sonuglari

Laktobasil adi

=

T

M

R

75
Q

Ma

Mal

Lactobacillus casei subsp. rhamnosus1420

+

+

+

Lactobacillus fermentum 1421

%

Lactobacillus sp.1422

+

Lactobacillus fermentum 1423

+ [+ [+

+ |+ [+

Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1424

+ [+ [+ [+ [+

Lactobacillus.1425
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Lactobacillus sp.1958 + |+ |+ |+ |+ ]|+ I +
Lactobacillus fermentum 1959 + |+ |- |+ |+ ]|+ -+ +
Lactobacillus reuteri 1960 +- |- |+ [+ ]+ -+ +
Lactobacillus sp.1961 ++|* |- |+ |+ I +
Lactobacillus fermentum 1963 + |+ |- |+ |+ ]|+ I +
Lactobacillus sp.1965 +- [+ |- [+ ]+ -+ +
Lactobacillus reuteri 1966 + - |- |+ |+ ]|+ I +
Lactobacillus fermentum 1967 + - |+ |+ |+]|+ - |+ +
Lactobacillus salivarius 1970 + |- [+ |+ |+ ]+ - |+ +

L: Laktoz, T: Trehaloz, M: Mannoz, R: Rafinoz,

S:

Ma: Mannitol, K: Ksiloz, Mal: Maltoz, F: Fruktoz

Sakaroz, G: Galaktoz,




EK 7. Kok ve mayalarin izolasyon kaynaklari, mikroskobik goriiniimleri ve koloni
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sekilleri
Sus Besiyeri/
No Koloni Sekli Mikroskopta Goriiniim | Ornek No
Biiyiik, yuvarlak, mukoid,
207 beyaz Zincir gekilli iri kok MI17Agar /2
Pamuksu, beyaz, iri,
210 yuvarlak, mukoid Maya M17Agar /2
Biiyiik, yuvarlak, mukoid,
211 beyaz Diploid, iri kok MI17Agar /2
Sari, biiyiik, parlak, Zincir sekilli iiziim
605 yapiskan, kubbe goriinlimiinde kok SA/6
Beyaz, yuvarlak, yassi,
1401 parlak Iri kok kiimeleri SA /14
Kiiciik, beyaz, yuvarlak, Uziim sekilli kok
1402 | diizenli zincirleri M17Agar/14
Kiictik, beyaz, yuvarlak,
1406 diizenli Iri kok MSA / 14
Parlak, beyaz, iri, yuvarlak,
1407 mukoid Maya M17Agar/14
1410 | Pamuksu, beyaz, yuvarlak | Maya M17Agar/14
Yuvarlak, ortas1 koyu,
1415 kenarlar1 agik renk Zincir gorlinlimiinde kok |SA /14
1416 | Sari, sekilsiz, yaygin Zincir sekilli kok SA /14
Kiigiik, beyaz, yuvarlak, Ugclar1 uzunyapida kok
1904 | diizenli zincirleri MSBA /19
Kiiciik, beyaz, yuvarlak, Uziim sekilli kok
1918 diizenli zincirleri M17Agar/19
Kiigiik, beyaz, yuvarlak, Uzun yapida diploid basil
1922 diizenli ? M17Agar/19
1923 Beyaz, yuvarlak, kii¢iik Zincir sekilli kok M17Agar/19
Uziim sekilli kok
1925 | Kiiciik ve mat zincirleri M17Agar/19
Kiiciik, beyaz, yuvarlak, Uziim sekilli kok
1929 diizenli zincirleri MSBA /19
Kiiciik, beyaz, yuvarlak, Uglar1 uzuzn yapida kok
1933 diizenli zincirleri MSA /19
1936 | Kiigiik, beyaz, yuvarlak Tetrakok MSA /19
1969 | Biiyiik, beyaz, mat Uzunca yapili kok MRSA /19
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EK 8. Streptokok ve enterokoklara ait biyokimyasal tan1 testi sonuglari

Arjininden | pH
100C’de | 450C’de | 4% %6.5 |amonyak [9.6’da
Sus No Katalaz | Gram | gelisim [ gelisim [NaCl |NaCl |olusturma | gelisim

207 + + + + + - +
211 + + + + + -

605 + + + + + - +
1401 + + + + + _

1402 + + + + + - +
1406 + + + + . _

1415 + + + + + - +
1416 + + + + + - +
1904 + - + - - - -
1918 + + + + + -

1922 + + + + + -

1923 + + + + + - +
1925 + - - - -

1929 + + - - - -
1933 + - + - - - -
1936 + + + + + - +
1969 + + + + + - +
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EK 9. Streptokok ve enterokoklara ait karbonhidrat fermantasyon testleri sonuglari

Sus No Maltoz |Sakkaroz|Rafinoz | Laktoz | Trehaloz
S.avium, S.gallinarum 207 * * + + +
S.avium,S.gallinarum 211 + - - + +
S.avium, S.gallinarum 605 + - - + +
S.avium, S.gallinarum 1401 + - - + +
S.avium, S.gallinarum 1402 + - - + +
S.avium, S.gallinarum 1406 + - - + +
S.avium, S.gallinarum 1415 + - - + +
S.avium, S.gallinarum 1416 + - - + +
S.mutans1904 + + + + +
S.avium, S.gallinarum 1918 + + * + +
S.avium, S.gallinarum 1922 + + * + +
S.avium, S.gallinarum 1923 + - - + +
S.mutans1925 + + + + +
S.mutans1929 + + + + +
S.mutans1933 + + + + +
S.avium, S.gallinarum 1936 * * * + +
S.avium, S.gallinarum 1969 + - * + +
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EK 10. Laktobasillerin streptokoklara kars1 olusturduklar1 zonlarin ¢ap1 (mm)

S.mutans | S.mutans | S.mutans | S.mutans
Bakteri Ad1 1904 1925 1929 1933
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus1420 - - - -
Lactobacillus fermentum 1421 16 14 - 14
Lactobacillus sp.1422 11 13 - -
Lactobacillus fermentum 1423 18 12 - 16
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1424 15 16 - 17
Lactobacillus.1425 13 17 - 15
Lactobacillus fermentum 1426 - - - -
Lactobacillus sp.1427 13 16 - 11
Lactobacillus fermentum 1428 12 13 - 14
Lactobacillus sp.1429 13 15 - 13
Lactobacillus sp.1430 16 - 18 -
Lactobacillus fermentum 1431 17 12 - -
Lactobacillus sp.1432 16 - - -
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1433 14 16 - 18
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1435 15 13 - 17
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1441 - 14 - -
Lactobacillus sp.1442 11 14 15 -
Lactobacillus fermentum 1443 16 19 - 11
Lactobacillus sp.1444 - 11 - -
Lactobacillus sp.1445 12 13 - 13
Lactobacillus sp.1446 14 12 - 16
Lactobacillus sp.1447 17 13 - -
Lactobacillus sp.1448 14 12 15 -
Lactobacillus reuteri 1449 12 - - -
Lactobacillus sp.1450 12 16 - 15
Lactobacillus sp.1451 12 11 - 17
Lactobacillus sp.1454 19 14 11 15
Lactobacillus sp. 1943 13 - - -
Lactobacillus sp.1944 15 13 - 17
Lactobacillus sp. 1945 10 12 - -
Lactobacillus sp. 1946 10 14 - -
Lactobacillus sp. 1947 12 12 - 17
Lactobacillus sp. 1948 19 16 - 17
Lactobacillus sp. 1949 15 11. - 13
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1950 19 17 12 17
Lactobacillus sp.1952 19.5 12 14 13
Lactobacillus sp.1954 12 13 - 16
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S.mutans | S.mutans | S.mutans | S.mutans
Bakteri Ad1 1904 1925 1929 1933
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1955 18 13 - -
Lactobacillus sp.1957 13 - - -
Lactobacillus sp.1958 13 13 - 10
Lactobacillus fermentum 1959 16 - - -
Lactobacillus reuteri 1960 15 18 - 13
Lactobacillus sp.1961 15 - - -
Lactobacillus fermentum 1963 12 11 - -
Lactobacillus sp.1965 - 12 - -
Lactobacillus reuteri 1966 14 11 11 -
Lactobacillus fermentum 1967 - 12 - -
Lactobacillus salivarius 1970 18 16 10 18
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EK 11 Laktobasillerin ve streptokoklarin adezyon 0zelliklerinin kiyaslanmasi

amaciyla laktobasil suslar1 kullanilarak gergeklestirilen denemelere ait sonuglar

Laktobasil adi Absorbans
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus1420 1.685
Lactobacillus fermentum 1421 1.695
Lactobacillus sp.1422 1.685
Lactobacillus fermentum 1423 1.716
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1424 1.682
Lactobacillus.1425 1.684
Lactobacillus fermentum 1426 1.708
Lactobacillus sp.1427 1.703
Lactobacillus fermentum 1428 1.671
Lactobacillus sp.1429 1.679
Lactobacillus sp.1430 1.679
Lactobacillus fermentum 1431 1.642
Lactobacillus sp.1432 1.692
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1433 0.841
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1435 1.679
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1441 1.676
Lactobacillus sp.1442 1.714
Lactobacillus fermentum 1443 1.699
Lactobacillus sp.1444 1.598
Lactobacillus sp.1445 0.936
Lactobacillus sp.1446 1.699
Lactobacillus sp.1447 1.679
Lactobacillus sp.1448 1.685
Lactobacillus reuteri 1449 1.700
Lactobacillus sp.1450 1.679
Lactobacillus sp.1451 1.679
Lactobacillus sp.1454 1.690
Lactobacillus sp. 1943 1.601
Lactobacillus sp.1944 1.523
Lactobacillus sp. 1945 1.713
Lactobacillus sp. 1946 1.683
Lactobacillus sp. 1947 1.721
Lactobacillus sp. 1948 1.505
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Laktobasil adi Absorbans
Lactobacillus sp. 1949 1.616
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1950 0.939
Lactobacillus sp.1952 1.670
Lactobacillus sp.1954 1.101
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus 1955 1.725
Lactobacillus sp.1957 1.570
Lactobacillus sp.1958 1.671
Lactobacillus fermentum 1959 1.679
Lactobacillus reuteri 1960 1.711
Lactobacillus sp.1961 1.707
Lactobacillus fermentum 1963 1.700
Lactobacillus sp.1965 1.664
Lactobacillus reuteri 1966 1.625
Lactobacillus fermentum 1967 1.687
Lactobacillus salivarius 1970 1.641
Kontrol 1.339




