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OZET

Kivane, AK. (2018). Restoratif materyallerin yiizeylerinde S. mutans biyofilm
olusturmasi ve Probiyotik Laktik Asit bakterisinin biyofilm iizerine etkinliginin in vitro
olarak degerlendirilmesi

Yeditepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Restoratif Dis Tedavisi Anabilim Dal,
Doktora Tezi, Istanbul.

Kompozit rezinler, cam ionomer simanlar ve seramik malzemeler restoratif dis
hekimliginde hem estetik 6zellikleri hem de doldurucu oOzellikleri nedeniyle dislerin
restorasyonunda siklikla kullanilmaktadir. Ancak yapilan restorasyonlarin bir kisminin
zaman icinde yenilenmesi gerekmektedir. Bu ise hem zaman kaybina hem de ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Bu restorasyonlarin degistirilmesine sebep olan basarisizliklarin
en Onemli sebeplerinden biri sekonder c¢iiriiklerdir. Sekonder ciirtiklerin nedeni kenar
sizintisi, agiz hijyeni uygulamalarinin eksik veya yanlis yapilmasi sonucu bakteri plag
olusumudur.

Cirtiklerin olusumuna sebep olan dental plak polisakkarit bir matriks i¢inde ¢ok
sayida bakteriyi barindiran bir biyofilmdir. Bakteriyal adezyon kuvveti ve agregasyonla
bakteriyal veya tiikiiriik proteinleri ile iliskili olup lipidler ve niikleik asitlerde bu yap1 da
yer alabilir. S. mutans, asidojenik 6zelligi ile dis sert dokusuna zarar verir. Siikroz varliginda
suda ¢oziinmeyen glukanlar sentezleyerek dis ylizeyinde kolonize olarak dental plagin
olusmasina neden olur. Restorasyonun altinda ve etrafinda ¢iiriik olugsmasina neden olur.

Oral bakteriler tarafindan olusturulan biyofilmi 6nlemek i¢in ¢esitli tedavi ve
yontem bagvurulmaktadir. En ¢ok uygulanan yontemlerden bazilari ¢esitli kimyasal
maddelerin ve antibiyotiklerin kullanilmasidir. Son yillarda laktik asit lireten bakterilerinin
etkin olabilecegi belirlendikten sonra probiyotik bakterilere ilgi artmistir. Probiyotikler canli
mikroorganizmalar olup konak¢inin sagligina yararl etkileri bulunmaktadir.

Restoratif materyallerin ylizeyinde S.mutans’in biyofilm olusumu ve biyofilmin
probiyotik bakterilerle dnlenmesi ile ilgili az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu nedenle
calisgmamizda giincel restorasyon malzemelerin yiizeyinde (G-@nial (GC), Clearfil Majesty
ES 2 (Kuraray), Alite all purpose body (Bisco), Beautiful II (Shofu), Sonic fill 2
(Kerr),Equia Forte (GC), Emax (ivoclar) ve Lava (3M Espe) ) S. mutans 1’ in biyofilm
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olusumu ve bir probiyotik bakteri olan L. rhamnosus 12’ nin biyofilm olusumu {izerine
etkisinin belirlenmesi amaglanmistir.

Restoratif materyallerden hazirlanan diskler iizerinde S.mutans 1’in biyofilm
olusturmasi diskler tiikiiriikle kaplandiktan sonra invitro kosullarda % 2 siikroz i¢eren Brain
heart infusion broth i¢inde 24 saat 37°C de inkiibe edilerek beklenmistir. Olusan biyofilm
kristal viyole ile boyandiktan sonra glasiyel asetik asit ile kaldirilarak spektrofotometrede
570 nm dalga boyunda okunarak degerlendirilmistir. Ayrica disklerdeki biyofilm i¢indeki
canli bakteri sayimi da damlatma plak yontemi ile belirlenmistir. L.rhamnosus 12’nin
biyofilm iizerine etkisini belirlemede ise iki yol izlenmistir. Birinci uygulamada S.mutans 1
ve L.rhamnosus 12 birlikte, ikinci uygulamada ise L.rhamnosus 12 filtre i¢ine konularak
yapilmistir. Her iki uygulamada da biyofilm olusumu spektrofotometre ile belirlenmis ve
biyofilmdeki bakteri sayimlar1 yapilmistir. Her uygulamada son pH belirlenmistir.

S.mutans 1 en yiiksek biyofilmi G-anial ve Zlite purpose body ve Majesty ES 2,
en diisik biyofilmi ise Beatiful II olusturmustur. Canli bakteri sayimi ise en yliksek
8,3710,41log cfu/mL olarak Equia forte’ de saptanmistir. Bunu Beatiful II (7,80+0,61log
cfu/mL ) ve G-a&nial (7,88+0,70 log cfu/mL takip etmistir. En diisiik sayimlar ise Emax
(5,5040,70 log cfu/mL ) ve Lava’da (4,45+0,24 log cfu/mL ) olmustur.

L.rhamnosus 12 siikroz iceren ortamda restoratif materyallerde diisiik biyofilm
olusturmustur. En yiiksek biyofilm olusumu kurarayda olurken en diisiik biyofilm ise
hidroksiapatit, Emax ve Lava’da belirlenmistir. En yiiksek bakteri sayis1 Equia forte
(7,51£0,19 log cfu/mL) ve Beatiful II (7,3010,57 log cfu/mL) de saptanmistir. En diisiik
sayim ise Emax (2,3710,50 log cfu/mL) da belirlenmistir.

Yapilan annova analizinde S.mutans 1’in ve L.rhamnosusl2 ‘nin biyofilm
olusturmasi agisindan restoratif materyaller arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik
oldugu (p<0.05) belirlenmistir.

L. rhamnosus 12’ nin biyofilm olusumuna etkisine bakilacak olursa, S. mutans 1
ile birlikte uygulandiginda hidroksiapatit diginda diger restoratif materyallerde degisen
oranlarda biyofilm olusumunu azaltmistir. Bu farklilik istatistiksel olarak  Onemli
bulunmustur (p<0.05). L. rhamnosus 12’ nin filtre i¢ine uygulandig: islemde ise biitiin
restoratif materyallerde biyofilm olusumu 6nemli 6l¢iide azalmistir.

S.mutans 1 sayimlar1 gerek birlikte uygulamada ve gerekse L.rhamnosus 12° nin
filtre icine uygulandig1 islemlerde diisiik olarak saptanmustir.

Biyofilm olusumu restoratif materyallere gore degisiklik gostermistir. L.rhamnosus

12 restoratif materyallerde ve dis yapisina benzer bir yap1 gosteren hidroksiapatitte biyofilm
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olusumunu etkilemistir. Bu etki istatistiksel (p<0.05) olarak 6nemli bulunmustur. SEM
goriintiileri ile de bu durum dogrulanmistir. Sectigimiz L.rhamnosus 12" nin etkili bir sus

oldugu goriilmektedir. S.mutans 1'in biyofilm olusumunu 6nemli 6l¢iide azaltmistir.

Anahtar Kelimeler: Restoratif materyal, biyofilm, probiyotik, S.mutans, laktik asit

bakterileri, L.rhamnosus.
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ABSTRACT

Kivanc, AK. (2018). Biofilm formation of Streptococcus mutans on restorative
material surfaces and in vitro assessment of efficacy of probiotic lactic acid bacteria on

biofilm

Institute of Medical Sciences of Yeditepe University, Department of Restorative

Dentistry, PhD dissertation, Istanbul

Composite resins, glass ionomers and ceramic materials are frequently used in the
restoration of teeth because of both their aesthetic properties and filling properties in the
restorative dentistry. However, some of the restorations should be renewed over time. This
causes both time loss and economic losses. One of the most important reasons for the failures
that cause these restoration changes are the secondary decays. The cause of the seconder
decays is the formation of bacterial plaque, which is the result of edge leakage or incorrect
oral hygiene practices.

The dental plaque that causes the formation of decays is a biofilm that contains a
large number of bacteria in a polysaccharide matrix. Bacterial adhesion is associated with
bacterial or salivary proteins with force and aggregation, which can also occur in lipids and
nucleic acids. S. mutans damages the hard tissue of the tooth with its acidogenic properties.
In the presence of sucrose, it synthesizes water-insoluble glucans and causes colonization of
the tooth surface resulting in dendritic plaque formation. It causes decays under and around
the restoration.

Various treatments and methods are applied to prevent the biofilms caused by the
oral bacteria. Some of the most common methods are the use of various chemical substances
and antibiotics. Interest in probiotic bacteria has increased since it has been proven in recent
years that lactic acid producing bacteria may be effective. Probiotics are living
microorganisms and have beneficial effects on the health of the host.

There are few studies on the formation of biofilms of S.mutans on the surface of
restorative materials and the prevention of biofilm with probiotic bacteria. For this reason,
in our study, we aimed to determine the biofilm formation of S.mutans 1 and the effect of

L.rhamnosus 12, a probiotic bacteria, on biofilm formation on the surface of current
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restorative materials (G-enial (GC), Clearfil Majesty ES 2 (Kuraray), Zlite all-purpose body
(Bisco), Beautiful II (Shofu), Sonic fill 2 (Kerr), Equia Forte (GC), Emax (Ivoclar) and Lava
(3M Espe).

The formation of biofilm by the S. mutans 1 on the discs prepared from restorative
materials discs were kept for 24 hours at 37 © C in a brain heart infusion broth containing
2% sucrose after covering them with saliva. The resulting biofilm was stained with crystal
violet, then removed with glacial acetic acid and read and evaluated at 570 nm wavelength
on the spectrophotometer. Furthermore, viable bacterial counts in the biofilm in the discs
were also determined by the drip plaque method. In determining the effect of L.rhamnosus
12 on biofilm, two methods were used. In the first method, S. mutans 1 and L. rhamnosus 12
were combined together and in the second method, L. rhamnosus 12 was placed in the filter.
In both methods, the biofilm formation was determined by spectrophotometer and bacterial

counts were made in the biofilm. The final pH was determined in each method.

S.mutans 1 formed the highest biofilm in G-a&nial and Zlite al purpose body and
Majesty ES 2, and the lowest biofilm in Beatiful II. The count of live bacteria was found to
be the highest of 8,37 + 0,41 log cfu / mL in Equia forte. This was followed by beatiful II
(7,80 = 0,61 log cfu / mL) and G-anial (7,88 £ 0,70 log cfu / mL. The lowest counts were
detected in Emax (5,50 £ 0,70 log cfu / and in the Lava (4,45 + 0,24 log cfu / mL).

L. rhamnosus 12 produced low biofilm in restorative materials in medium
containing sucrose. The highest biofilm formation was in the reserve while the lowest
biofilm was found in the hydroxyapatite, Emax and Lava. The highest bacterial counts were
in the Equia forte (7,51 + 0,19 log cfu / mL) and Beatiful II (7,30 + 0,57 log cfu / mL). The
lowest count was also in Emax (2,37 £ 0,50 log cfu / mL).

Annova analysis showed that there was a statistically significant difference (p
<0.05) between the restorative materials in terms of biofilm formation of S. mutans 1 and L.
rhamnosus 12.

As far as the effect of L. rhamnosus 12 on biofilm formation is concerned, it reduced
biofilm formation at varying rates in other restorative materials except hydroxyapatite when
applied together with S. mutans 1. This difference was statistically significant (p <0.05). In
the process of applying L. rhamnosus 12 into the filter, the formation of biofilm in all
restorative materials decreased considerably.

It was found that S.mutans 1 counts were low both in co-practice and when the

L.rhamnosus 12 was applied within the filter.
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The formation of biofilm varied according to the restorative materials. L.rhamnosus
12 affected the formation of hydroxyapatite biofilm in restorative materials and in
hydroxyapatite that had in a structure similar to dental structure. This effect was statistically
significant (p <0.05). SEM images also confirmed it. The L.rhamnosus that we have chosen

seems to be an effective strain. It significantly reduced biofilm formation of S.mutans.

Key Words : Restorative material, biofilm, probiotic, S.mutans, lactic acid

bakteria, L.rhamnosus.
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1.GIRIS ve AMAC

Kompozit rezinler, cam iyonomer simanlar ve seramik materyaller hem estetik
ozellikleri hem de fiziksel oOzellikleri nedeniyle restoratif dishekimliginde siklikla
kullanilmaktadir (1). Restorasyon kaybi, dis ve diseti sagliginin bozulmasina sebep olan
sekonder ciiriiklerin, halen problem oldugu calismalarda ortaya koyulmustur (2, 3).
Giliniimiizde antimikrobiyal Ozellikli restoratif materyaller iiretilse de bakteriler kenar
sizintis1, dis ylizeyine ve restorasyona tutunan plak olusumuna ve daha sonra sekonder
clirtiklerin olugsmasina neden olmaktadir (4,5,6). Yapilan bircok klinik caligmada da
sekonder ciirtiklerin restorasyonlardaki basarisizliginin nedeni oldugu gosterilmistir (7,8).
Seramik malzemelerle ilgili olarak yeterli bilgi bulunmamaktadir. Ancak bu malzemelerde
dogal dis ylizeyine gore daha ince plak olusmasina karsin canliligin daha yiiksek oldugu
saptanmigtir (9,10). Restorasyonun yapildig1 bolgelerde karyojenik biyofilm olusumu
varliginda sekonder giiriikler gelismektedir. Bakteriyel kolonizasyonunda restoratif
materyalin yilizey Ozelli§i onemli bir rol oynamaktadir. Restoratif materyal {lizerindeki
biyofilm olusumu, hem materyale zarar verir hem de buna paralel olarak ylizeyi
piirtizlendirir (11). Bu sirada kolonize olan bakteriler restorasyonun yiizeyine ve restorasyon
ile dis arasindaki ara ylize yerlesirler (12) ve diseti enflamasyonu ile sekonder ¢iiriiklere

neden olurlar (13).

Oral kavitede yaklasik 700 bakteri tlirli bulunmaktadir (14). Oral bakteriler
insanlarda baglica en yaygin iki hastaliktan sorumludurlar. Bunlardan biri dis ¢iiriigii digeri
ise periodontal hastaliklardir (15). Dis ciiriikklerine neden olan en Onemli bakteri
Streptococcus mutans’ tir (16). S. mutans 1n dogal habitat1 ag1z olup dis ylizeylerinde olusan
dental plakta bulunmaktadir. Dental plak polisakkarit bir matriks i¢inde ¢ok sayida bakteriyi
barindiran bir biyofilmdir. Biyofilm, bakteriyel adezyon kuvveti ve agregasyonla iliskili
oldugu kadar bakteriyel veya tiikiiriik proteinleri ile de iliskili olup lipidler ve niikleik asitler
de bu yapida yer alabilir (16). S. mutans, asidojenik 6zelligi ile dis sert dokusuna zarar verir.
Diisiik pH’da canliligini siirdiirebildigi i¢in ortamda bulunan diger bakteriler ile rekabet
eder. Siikroz varliginda suda ¢oziinmeyen glukanlar sentezler. Boylece dis yiizeyine
yapisarak kolonize olarak dental plagin olusmasina neden olur (17). Restorasyonun altinda

ve etrafinda ¢iiriik olusmasina neden olur (18).



Oral bakteriler tarafindan olusturulan biyofilmi 6nlemek icin ¢esitli onlemlere
bagvurulmaktadir. En ¢ok uygulanan yontemlerden biri ise ¢esitli kimyasal maddelerin
kullanilmasidir. Antibiyotikler, alkoller, klorheksidin, lizozim, laktoperoksidaz gibi
enzimler, ugucu yaglar, flouridler, metal iyonlari, bitki ekstraktlari, fenoller kuarterner
amaonyum bilesikleri bu amagla kullanilmaktadir (19, 20). Son yillarda dogal iiriinlere
yonelis ve yapilan caligmalarda laktik asit bakterilerinin etkin olabilecegi belirlendikten

sonra probiyotik bakterilere ilgi artmustir.

Probiyotikler canli mikroorganizmalar olup konak¢inin sagligina yararh etkileri
bulunmaktadir ( 21). Laktik asit bakterilerinin bir¢ok tiyesi probiyotik olarak tanimlanmuistir.
Son yillarda oral hastaliklarin kontrolii ve 6nlenmesinde probiyotiklerle tedavi ilgi cekmeye
baglamistir. Bu uygulamaya bakteriyoterapi adi verilmektedir. Bu konuda bir¢ok c¢aligma

yapilmasina karsin hala bu konudaki ¢alismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Literatiirde cesitli restoratif materyaller lizerinde biyofilm olusumu ve dnlenmesine
ait calismalar oldukga sinirhdir. Ozellikle yeni nesil restoratif materyallerde bu konuda bilgi
yok denecek kadar azdir. Restoratif materyallerde biyofilm olusumu ve 6nlenmesi sekonder

ciiriklerin 6nlenmesinde biiylik nem tagimaktadir.

Bu calismada yeni nesil restoratif materyallerin yilizeyinde (G-@nial (GC), Clearfil
Majesty ES 2 (Kuraray), Zlite all purpose body (Bisco), Beautiful II (Shofu), Sonic fill 2
(Kerr), Equia Forte (GC), Emax (Ivoclar)ve Lava (3M Espe) ) S. mutans 1’in biyofilm
olusturmasi incelenerek, probiyotik bir bakteri L. rhamnosus 12°nin biyofilm olusumu

tizerine etkisinin olup olmadiginin belirlenmesi amaglanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Restoratif Materyaller ve Ozellikleri

Modern restoratif dis hekimliginde, dogru tan1 ve en uygun tedavi yontemi ile dis
doku kaybinin restorasyonu ile disin fonksiyonel O6zelliklerinin ve estetik goriiniimii
kazandirilmasi1 amaglanmaktadir. Restorasyonun émrii hekimin bilgi ve yetenegine, segilen
tedavi yontemine, restoratif materyallerin fiziksel 6zellikleri ve yiizey kalitesine, hastanin

oral hijyenine ve kotii aligkanliklarina baghdir (22, 23).

2.1.1. Kompozit Rezinler

Dis hekimliginde kullanilan mine ve dentin dokusuna adeziv sistemler ile baglanan

kompozit rezinler ilk defa 1962 yilinda Rafael Bowen tarafindan gelistirilmistir (24 ).

Kompozit kelimesi, terminolojik olarak materyallerin fiziksel bir karigim1 anlamina
gelmektedir (22, 23, 25, 26). Kompozit ; organik bir matriks igerisine belli oranlarda eklenen
inorganik doldurucular ve doldurucularin organik matrikse tutunmasimi saglayan
baglayicidan olusan dolgu maddeleridir (27). Bir bagka tanimi ise kimyasal olarak
birbirinden farkli en az 2 maddenin birbiri igerisinde ¢oziinmeden olusan 3 boyutlu

kombinasyonudur (28).

2.1.1.1. Kompozit rezinlerin yapisi

Kompozit rezinler 3 ayr1 fazdan olusur (22, 28, 29)
° Organik faz

° Inorganik faz

° Ara faz (Silan)



2.1.1.1.A. Organik Faz

Kompozit rezinlerin en biiyiik kismini olusturur. Organik fazin polimerizasyonu ile

materyal sertlesir (22, 30, 31).

Kompozit rezinlerde en ¢ok kullanilan monomerler bisfenol A ile glisidil
metakrilatin (glycidyl methacrylate) birlesmesi sonucu olusan bisglisidil metakrilattir (BiS-
GMA-bisglycidyl methacrylate) (23). Bazi sistemlerde, kompozit rezinlerin daha iyi
adezyon olmas1 i¢in ve renk degisimine karst daha direngli hale getirmek i¢in Bis-GMA
yerine iiretan dimetakrilat (UDMA-urethane dimethacrylate) kullanilmistir (32). Hem BIS-
GMA hem de UDMA yiiksek viskdz oldugundan baska bir monomer olan trietilen glikol
dimetakrilat (TEGDMA, triethylene glycol dimethacrylate) viskoziteyi azaltmak igin
matrikse ilave edilmistir (23, 29, 30, 32-36).

2.1.1.1.B. inorganik Faz

Organik faz arasinda bulunan ¢esitli sekil ve biiytikliikteki kuartz, kolloidal silika,
barosilikat cam, lityum aliiminyum silikat, stronsiyum, baryum, ¢inko , yitriyum cam,
baryum aliiminyum silikat, zirkonyum oksit gibi inorganik doldurucu partikiillerden
olusmaktadir (37, 22). Bu doldurucu partikiiller kompozit rezinlere farkli ozellikler
kazandirir. Baryum, ¢inko, stronsiyum zirkonyum oksit, aliminyum oksit ve yitriyum
kompozit rezinin radyoopak olmasini saglar. Silika partikiilleri karistmin  mekanik
ozelliklerini giiclendirir ve 15181 gecirip yaymasini saglar. Boylece kompozit rezine yari
seffaf bir goriintli kazandirarak mineye benzer goriinim kazanir. Bunun yaninda kompozit
rezinlerin aginmaya kars1 direncini arttirirken 1sisal genlesme katsayisi ve polimerizasyon

biiziilmesini azaltir (22, 23, 37).

Kristalin formunda doldurucu partikiiller kompozit rezine sertlik 6zellik
kazandiriken kompozit rezinin bitirme ve polisaj islemini zorlagtirir. Bu nedenle

nonkristalin formunda silikalar kullanilmaktadir (22).

2.1.1.1.C. Ara Faz (Silan)

Hidrojenli organik silisyum birlesigi olan silan, organik ile inorganik faz arasinda

sik1 bir baglanti olusturarak restoratif materyallerinin fiziksel ve kimyasal yapilarinin
4



stirekliligini saglamaktadir. Ara faz, rezin matriks ve doldurucular arasinda baglanma
streslerinin paylasilmasint gerceklestirdigi i¢cin doldurucu partikiillerin kompozitlerin

yiizeylerinden kopmasini engellemektedir (22).

Giliniimiizde kullanilan kompozit rezinlerde bulunan silika partikiillerin yiizeyi
kompozit rezinin fiziksel ve mekaniksel 6zelliklerini gelistirmek i¢in silan ajani ile 6nceden
kaplanmistir. Bu sayede kompozit rezinin ¢6ziiniirliiglinii ve su emilimini azalmaktadir. Cift
fonksiyonlu molekiiller olan silanlar bir ucu silika partikiillerin ytlizeyinde bulunan hidroksil
gruplar ile bag olustururken diger ucu organik matrikste bulunan metakrilat gruplar ile
baglar kurmaktadir. Kompozit rezinlerde “ 3-metakriloksipropil trimetoksisilan™ reaktif olup

en ¢ok kullanilan bir baglayici ajandir (22, 26, 29, 34-39).

2.1.1.2. Kompozit Rezinlerin Simiflandirilmasi

Kompozit rezinler inorganik doldurucu partikiillerin biiyiikliigiine, polimerizasyon
yontemlerine ve viskozitelerine gore siniflandirilmaktadir. Bu siniflandirmalar arasinda
giiniimiizde en gecerli olan1 inorganik doldurucu partikiillerin biiyiikliigiine gore yapilan

siniflandirmadir (24, 26, 32, 35).

2.1.1.2.A. Inorganik Doldurucu Partikiillerin Biiyiikliigiine Gére Kompozit

Rezinler

Inorganik doldurucu partikiillerin agirhik ve hacim olarak yiizdesi doldurucu

partikiil bityiikliigii ile ilgilidir.

° 50-100 pm arasinda: megafil kompozitler

° 10-50 pm arasinda: makrofil kompozitler

° 1-10 pm arasinda: midifil kompozitler

° 0,1-1 pm arasinda: minifil kompozitler

° 0,01-0,1 um arasinda mikrofil kompozitler

° 0,01 pm veya daha kiiciik nanofil (nanodolduruculu) kompozitler

adlandirilmaktadir.

llave olarak, farkli biiyiikliikteki doldurucu partikiillerin karisimmi igeren

kompozitlere de hibrit kompozit denilmektedir.



Megafil Kompozit Rezinler

Kompozit rezinlerde inorganik doldurucu partikiillerin biyiikligii 50-100
mikrometredir (um). Okliizalde temas ylizeylerinde yada fazla asman bdlgelerde

uygulanmasi 6nerilmektedir ( 22, 36).

Makrofil Kompozit Rezinler

Inorganik doldurucu partikiillerin biiyiikliigii 10-50 um olan kompozitlere denir. Bu
tir kompozitlerde inorganik doldurucular olarak kuartz partikiilleri icermistir.Kirilma
direngleri yiiksektir fakat bu doldurucu partikiillerin biiytik ve sert olmasi, organik matriksin
inorganik partikiillerden daha fazla asinmasina yol agarak yiizey piiriizliligline ve

renklenmesine sebep olur (22, 36, 40).

Midifil Kompozit Rezinler

Inorganik doldurucu partikiillerin biiyiikliigii 1-10 um olan kompozitler rezinlerdir

(22).

Minifil Kompozit Rezinler

0.1-1pum biytikligliinde olan inorganik doldurucu partikiillerdir. Doldurucu
partikiillerin miktar1 ve sayis1 makrofil tiirdeki kompozitlere gore daha fazla olmas1 makrofil

kompozitlere gore daha diizgiin yiizey elde edilmesi saglanmaktadir (22, 36).

Mikrofil Kompozit Rezinler

Inorganik doldurucu partikiillerin biiyiikliigii 0.01-0.1 um arasindadir. Bu tiir
kompozitlerin sikisma dayanikliliklar1 iyidir ancak diger fiziksel ve mekanik 6zellikleri
makrofil kompozitlere gore zayiftir. Partikiil miktar1 makrofil kompozitlerden daha az
oldugundan monomer orani fazladir.Bu nedenle su absorbsiyonu ve 1sisal genlesme katsayisi

artarken elastisite modiiliinii azalmistir ( 22, 36). Submikron kompozit rezinlerin Ortalama



partikiil biiytikligi 0,2 um dir. Partikiil biyiikligii 0,1-0,3 arasinda degisen materyaller

submikron kompozit olarak isimlendirilir (40,41).

Nanofil Kompozit Rezinler

Son yillarda dis hekimligindeki gelismelerden olan nanoteknoloji ile nanofil

kompozit rezinlerin inorganik doldurucu partikiillerin biiytikliigii 0.005-0.01 um arasindadir.

Nanodoldurucu partikiillerin diger tipteki inorganik doldurucu partikiillerden kiigiik
olmalar1, organik yapi ile temas eden yiizey alaninin artmasi ve inorganik faz-organik faz

baglantisinin daha kuvvetli olmasini saglamaktadir ( 42).

Bu tipteki doldurucu partikiiller goriiniir 151k dalga boyundan (0.02-2 um) daha
kiictiktiir ve bundan dolay1 151k ile absorbsiyon veya sac¢ilim gibi etkilesimlere girmezler.
Doldurucu partikiiller goriilemeyecek kadar kiiciik olduklarindan ¢esitli polimer zincirleri
arasina uyumlu bir sekilde yerlesebilirler. Bundan dolay1 da doldurucu oraninin arttirilmasi
ile polimerizasyon biiziilmesi azaltilmasi saglanmaktadir (22, 25, 43,44, 45). Bunun yaninda
partikiillerin goriiniir 15181 dalga boyunun kirilmasi sonucunda fark edilemeyecek
boyutlarda oldugu i¢in kompozit rezinlerin optik 6zelliklerini arttirmaktadir (46). Bu tiir
kompozitler mikrofil kompozitler kadar iyi cilalanabilirligi 6zelligini gosterirken hibrit

kompozit rezinler kadar fiziksel 6zelligi ve asinma direnci yiiksektir ( 42, 47).

Hibrit Kompozit Rezinler

Farkl1 biiytikliikteki inorganik doldurucu partikiillerin biraraya gelmesiyle olusan
kompozitlerdir. Bu tip doldurucu partikiillerin biiyilikligi makrofil kompozitlerdeki
partikiillerden daha kii¢iik iken miktar olarak mikrofil kompozitlerde igeren partikiillerden
fazladir (22, 36). Mekanik ve fiziksel bakimindan makrofil kompozit rezinler ile benzer
ozellikler gosterirken yiizey piriizliliigli yoniiyle ise mikrofil kompozit rezinlere
benzemektedir. Kompozit rezinlerin i¢eriginde bulunan biiylik doldurucu partikiiller hibrit
tiriini  belirler, kiiglik doldurucu partikiiller ise karigimin ikinci bilesenidir (23).
Gilinlimiizde 0.04 pm biiyiikliigiinde inorganik partikiillerin 0.1 pm — 1 pm biiyiikliiglinde
partikiillerle birlesiminin sonucunda olusan mikrohibrit kompozit rezinler geneksel hibrit
kompozit rezinlerden daha kolay uygulanabilme ve daha iyi cilalanabilme 6zellikleri ile

ayrilmaktadir (48). Hibrit ve Mikrohibrit kompozit rezinlerin asinma direnci yiiksek
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olmasina ragmen cilalarini kaybedip zamanla piiriizliiligii artabilir (40).

Bununla birlikte mikrohibrit kompozit rezinler mikrofil kompozit rezinlere gore
daha iyi fiziksel 0zelliklerine sahip iken cilalanabilirlik bakimindan iistiin degildirler (49).
Son yillarda mikrohibritten sonra cilalanabilme 6zelliklerini gelistirmek ve asinma direncini
arttirmak i¢in 0.005-0.01 pm biiyilikliglinde inorganik doldurucu partikiiller iceren

nanohibrit kompozit rezinler gelistirilmistir.

2.1.1.2.B. Polimerizasyon Yontemlerine Gore Kompozit Rezinler
° Kimyasal olarak polimerize olan kompozitler
° Isik ile polimerize olan kompozitler

° Hem kimyasal hem de 151k ile polimerize olan kompozitler

Kimyasal Olarak Polimerize Olan Kompozit Rezinler

Iki patin ya da pat ile likit karistirilirip kimyasal yolla sertleserek meydana gelen
kompozit rezinlerdir. Bu tiir kompozit rezinlerde, polimerizasyonu baslatan benzoil peroksit
ile polimerizasyonu hizlandiran tersiyer amin bulunmaktadir. Amin, benzoil peroksit ile
reaksiyona girerek polimerizasyonu baglatmaktadir. Bu yolla polimerize olan kompozitlerde
tersiyeramin igerdigi i¢in agizda kimyasal degisiklige ugrayarak amin renklenmesi
olusabilmektedir. Partikiilleri bilyiik ve BIS-GMA miktar1 fazla olan kompozitlerde daha
fazla renklesme olurken kiiciik partikiiller iceren 1s1kla polimerize olan kompozitlerde daha

az renklesme gorinmektedir (22, 50, 51).

Isik ile Polimerize Olan Kompozit Rezinler

1972 yilinda polimerizasyon ultraviyole 15181 ile kullanilmaya baglanmis ancak
hekim ve hasta i¢in zararli olabileceginden ve ultraviyole 1s18inin penetrasyon derinligi
yeterli olmadigindan ultraviyole 1518in yerine goriiniir 151k kullanimi tercih edilmeye
baslanmigtir. Polimerizasyonu baslatilmasini saglayan goriiniir mavi 151k ortalama 420-470
nm (nanometre) dalga boyundadir. Bu tiir kompozitler tek pat halinde olup igeriginde 151k
emici olan kamforokinon ve hizlandirict olan alifatik amin bulunmaktadir. (22, 37, 51).

Kamfonokinon disinda kompozit rezinlerin yapisina fosfinoksid bazli, biagilfosfin oksit
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(BAP) ve triagilfosfin oksit (TPO) gibi polimerizasyon baslaticilar da kompozit
eklenebilmektedirler (24).

Hem Kimyasal Hem Isik ile Polimerize Olan Kompozitler Rezinler (Dual Cure

Kompozitler)

Bu tiir kompozit rezinlerde 1sik aktivatorleri ve kimyasal katalizorleri
bulunmaktadir. Polimerizasyon 151k ile baglatilip kimyasal olarak devam ederek

tamamlanmaktadir ( 22, 32).

2.1.1.2.C. Viskozitlerine Gore Kompozit Rezinler

Monomer viskozitesi, doldurucu partikiil miktar1 ve doldurucu partikiillerin

biiytikliigii kompozit rezinlerin viskozitesini belirler (22).
° Kondanse olabilen kompozitler ( Packable composites)

e  Akiskan kompozitler ( Flowable composites)

Kondanse Olabilen Kompozitler

Inorganik doldurucu partikiil miktar1 konvansiyonel ve hibrit kompozitlere gore
daha fazla oranda olup kondanse edilebilen kompozitlerdir. Bu tiir kompozitlerde inorganik
doldurucu partikiiller hibrit kompozitlere gore daha biiyiik boyutlarda oldugundan bitirme
ve polisaj islemleri sirasinda piiriizlii yiizey olusma riski fazladir. Ancak kontakt
noktalarinin olusturulmasi ve kaviteye basing uygulanarak kolay yerlestirilmesi agisindan

tercih edilebilmektedir (22, 32, 52).

Akiskan Kompozitler

Kondanse olabilen kompozitler ve diisiik viskoziteli kompozitlere gére daha akici
olan hibrit kompozit rezinlerdir. Inorganik doldurucu partikiil miktari az oldugundan

asinmaya karsi direncleri zayiftir. Fakat kavite duvarlarina adaptasyonu ¢ok iyidir (22).



2.1.1.3. Farkl Ozellikteki Kompozit Rezinler

2.1.1.3.A. Iyon Salabilen Kompozitler

Bakteri liremesini inhibe etmek amaciyla iiretilen bu tiir kompozitlerde yapilan
restorasyonun yiizeyinde pH degerinin degisimlerine bagli olarak floriir, hidroksil ve
kalsiyum iyonlar1 salmaktadir. Plak birikimi artikca pH degeri diiseceginden iyon salinimi
artmaktadir. Karyojenik bakterilerden olusan asitlerin tamponlanacagi, demineralizasyonun

ve sekonder ciiriiklerin olusumunun 6nlemesi amaciyla kullanilmaktadir (22).

2.1.1.3.B. Bulkfill Kompozitler

Nanohibrit kompozit tiirii olup tabakalama teknigine gore daha hizli bir yontem
olan bulk teknigiyle doldurmak amaciyla gelistirilen kompozitlerdir (53,54,55). Bu tiirdeki
kompozit rezinlerin konvansiyonel, hibrit ve akiskan kompozitlere gore daha az

polimerizasyon biiziilmesine sahiptirler (56).

Zaman kaybi, hava kabarciklarinin olusum riski ve tabakalar arasinda
kontaminasyon olusumu gibi problemlerin Oniine gecebilmek ig¢in iiretilen bulkfil

kompozitler 4-5 mm kalinliginda yerlestirilebilmektedir ( 57- 60 ).

Akigkan restoratif bulkfill kompozitlerde inorganik doldurucu partikiillerin oranlari
genelde konvansiyonel kompozit rezinlere gore daha diisiik iken boyutlar1 daha biiyiiktiir.
Bu tiir kompozitlerde polimerizasyon baglatici olan kamforokinon disinda 1vocerin adinda
germanyum bazli baglatici ilave edilerek 15181 daha iyi absorbe etmesini saglamaktadir ( 61,

62).

Restoratif bulkfill kompozitlerin piiriizsiiz ve krem kivamindaki yapisiyla kavite
kenar uyumu cok iyi saglanmaktadir ve diisiik polimerizasyon biiziilmesiyle mikrosizint1 ve

sekonder ciirtlik olasilig1 azaltmaktadir (63).
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2.1.2. Cam iyonomer Simanlar

Cam iyonomer simanlar (CIS) ilk defa 1972'de Wilson ve Kent tarafindan ASPA (
alumino silicate polycarylic acid ) ad1 altinda iiretilmistir (64). Toz — likit karistirilmasi ile

olusan cam iyonomer simanlar silikat simanla polikarboksilat simanin hibiritidir (65).

CIS, toz kismi olan bazik floro-alumino silikat cam tanecikleri ile likit kismi1 olan
poliakrilik asit, akrilik-itakonik asit ve akrilik-maleik asit kopolimerlerlerinin karigimindan

olusmaktadir. Toz ayr1 zamanda floriir, kalsiyum fosfat ve sodyum igermektedir (66).

CiS nin en biiyiik avantajlardan biri flor salimmudir. Dolayisiyla sekonder ¢iiriik
olusumunu azalttig bildirilmektedir (67,68). CIS iceriginde bulunan fluorid matriksin
yapisinda olmadig1 icin CIS nin fiziksel 6zelliklerini etkilememektedir. CIS’ler siirekli bir
fluorid saliimi yapabilmesi igin agiza yerel fluorid uygulanmasi gerekmektedir. CIS
uygulamasindan 1 ay sonra fluorid salinimi diismeye baslar ve 1 yilin sonunda minumum

seviyesine inmektedir (68).

CiS’lerin dezavantajlar1 ise hidratasyon ve dehidratasyona duyarli olmasinin

yaninda agiz sivilarinda ¢oziinmesi ve asinma direncinin diisiik olmasidir ( 67, 69).

CiS’lerde giiniimiize kadar fiziksel ve mekanik 6zellikleri gelistirmek icin bircok

degisikler yapilarak farkli tiplerde CIS’ler iiretilmistir ( 48 ).

2.1.2.1. Cam Iyonomerler Simanlarin Tipleri

Tip I. Yapistirict cam iyonomer simanlar

Tip II. Restoratif cam iyonomer simanlar

-Estetik cam iyonomer simanlar

-Giiglendirilmis cam iyonomer simanlar (Cam Sermet)
Tip III. Cabuk sertlesen cam iyonomer simanlar

-Cam iyonomer esasli kaide maddeleri

-Cam iyonomer esasli fissiir ortiiciiler
Tip IV. Rezin modifiye cam iyonomer simanlar1 (70).

Son yillarda cam iyonomer igerikli restoratif materyaller iizerinde bir¢ok ¢aligmalar
yapilmakta ve yeni gelismeler olmaktadir.
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2.1.2.2. Restoratif Cam Iyonomer Simanlar

1990 yillarinda atravmatik restoratif tedavi yoOnteminde kullanilmak igin
tasarlanmistir. Cam iyonomer simanlar kompozit rezinlere gére asinma direngleri ve basma
dayanimlar1 diisiik oldugu icin klinik uygulamalarda bu olumsuz yonlerini Oniine
gegebilmekle beraber estetik yoniinii de arttirmak amaciyla cam iyonomer simanlarm 190
MPa basma dayanimi 250 MPa’ya kadar cikartilarak yiliksek viskoziteli cam iyonomer
simanlar tretilmistir (71). 30 MPa olan esneklik direnci ise 45 MPa’a yiikseltilmistir. Bu
sayede genis restorasyonlarda kullanilabilmektedir. Yiiksek viskozite olmasi bu tiir
materyallerin igerisinde bulunan partikiil boyutlarinin dagilimi ve poliakrilik asit eklenmesi
ile saglanmaktadir. Bu yiiksek viskoziteli cam iyonomerler kondanse edilebilir cam
iyonomerler olarak da adlandirilmaktadir. Dis hekimliginde bu tiir CiS’ler geleneksel
CiS’lere gore uygulanmasi daha kolay ve estetik dzellikleri iyi olmasi nedeniyle zellikle

geriatrik dig hekimliginde kullanimi tercih edilmektedir.

N-Vinylcaprolactam eklenmesi, nanopartikiillerin eklenmesi, 1s1 uygulanmasi ve
yiizey Ortiicii materyaller uygulanmasi gibi islemler ile CiS'lerin fiziksel o6zellikleri

arttirilmaktadir (72, 73).

2.1.3. Dental CAD/CAM Sistemlerinde Kullanilan Seramikler (Cerec)

Bilgisayar destekli tasarim ve bilgisayar destekli iiretim anlamina gelen CAD/CAM
" Computer Aided Design/Computer Aided Manufacturing * terimlerinin kisaltmasi olarak
bilinmektedir. Bu sistem, preparasyon yapilan bdlgenin dl¢iisiiniin bilgisayara aktarilarak
digital ortamda seramik, kompozit veya metal bloklardan yapilacak restorasyonlarin
tasarimlarinin ger¢eklesmesini saglar ( 74, 75, 76). Bu sistemlerin dis hekimliginde inlay,
onlay, lamina veneer, sabit hareketli protez ve implant destekli protez yapimi gibi ¢cok genis
endikasyonlar1 vardir. Restorasyonlar bu sistemler sayesinde geleneksel dl¢ii yontemlerine
gore teknisyene bagli olusabilecek hatalar azaltilip kalitesi arttirilarak daha kisa siirede
yapilmasi saglanmistir. Dental CAD/CAM sistemlerinde kullanilan prefabrik bloklardan
olusan materyaller yogun ve homojen yapida olduklari i¢in konvansiyonel yontemle
yapilmis restorasyonlar yapilarinda goriilen cok sayida porozite bu bloklarla yapilan
restorasyonlarda gozlenmemektedir. Dolayisiyla mekanik 6zellikleri geligirken polisaj

stiresi azalmaktadir. Dental CAD/CAM sistemlerinde ¢esitli materyallerde mevcut olup
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bunlar;

° Felspatik porselen esasli seramikler

° Lositle giiclendirilmis cam seramikler

° Lityum silikatla gii¢clendirilmis cam seramikler
° Silikat cam seramikler

° Rezin Nano Seramikler

° Zirkonya

2.1.3.1. Rezin Nano Seramikler

Rezin ve seramik materyallerinin karigimi olan bu tiir bloklarin iiretim agsamasinda
silan uygulanmasi ile rezin matriks ve nanomer yapr arasinda kimyasal bir baglanma
olmaktadir. Bu tip seramikler sinterize edilmis matriks yapilar arasinda olusan bosluklara
polimer materyallerin  girmesiyle elde edilmektedir. Bu polimer yapilar
polimetilmetakrilattan (PMMA) olusmaktadir. Dolayisiyla catlaklarin olusumu azaltilmasi
bu polimerler sayesinde saglanmaktadir (77). Rezin matriks igerisinde bulunan yiiksek
oranda nanomer ve nanopartikiil seramik materyalin yiiksek aginma ve kirtlma dayaniklilig
gostermektedir. Yiiksek direnci olmasiyla birlikte elastisite modiilii dentine yakin olup
fonksiyon sirasinda dise gelen kuvvetleri disle birlikte absorbe edebimektedir. Bu tiir
seramikler cam seramiklere gore daha az kirilgandir ve yiiksek esneklik 6zelligini
gostermektedir. 200 MPa’lik esneklik direnci ile antagonist dislerde diger seramiklere gore
daha az asindirma meydana gelitken yiizey cilalanmasi da kolaylikla yapilmasi
saglanmaktadir. Ayrica materyalin kolay polisajina imkan saglarken cam seramiklerle
benzerlik olup kompozit materyallere gore ¢ok daha yiiksektir. Bu tiir materyallerin dise
benzer floresans 6zelligi oldugu i¢in estetik gerektiren alanlarda kullanilabilmektedir (3M

Espe 2014) (77, 78).

2.1.3.2. Lityum Silikatla Giiclendirilmis Cam Seramikler

Lityum disilikat bloklar lityum dioksit, fosfor oksit, kuartz, potasyum oksit ve
alumina oksit gibi komponentlerden olusmaktadir. Bu tiir seramiklerin iiretim sirasinda

kismi olarak kristalize edilen seramik bloklardaki temel kristal faz mavi renkte olan lityum
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metasilikattir (Li,SiO3). Kismi kristalize edilmesinin nedeni frezleme islemi sirasinda
seramige yeterli direnci kazandirarak catlak olusumunu onlenmektir. Bu asamadaki
dayanimi 130-150 MPa'dir (79, 80 ). Daha sonra 850 derecede 20-30 dk bekletilerek
kristalizasyon islemi yapilir (81). Bu islem sonucunda mavi renkten dogal dis rengine doner

ve dayanimi 360-400 MPa ya ¢ikmaktadir (82).

Lityum disilikat estetik agidan ¢ok yonlii bir materyaldir (83).

2.2. Oral Kavitenin Mikrobiyal Yapisi

Oral kavite nem, sicaklik, farkli oksijen seviyelerinde bolgelere sahip olmasi ve
cesitli besin kaynaklarmin bulunmasi nedeniyle mikroorganizmalarin yerlesmesi ve
yasamasi i¢in uygun ¢evre sartlarini igermektedir. Bu nedenle oral kavite farkl tiirlerde cok

sayida mikroorganizmay1 barindirmaktadir (84, 85).

Dogumda steril olan oral kaviteye, beslenmenin baglamasi ve dislerin slirmesi ile
mikroorganizmalar yerlesmeye baslarlar (86). Mikroorganizmalar tiikiiriikk yoluyla taginir.
Streptokoklar ve gram negatif bakteri tiirleri cocuga anneden gegmektedir. Oral kaviteye ilk
yerlesen tiirler, Streptococcus salivarius, Streptococcus mitis ve Streptococcus oralis’tir.
Daha sonra Prevotella melaninogenica, Fusobacterium nucleatum ve Veillonella tirleri gibi
gram-negatif anaeroblar yerlesir. Disler mikroorganizmalarin tutunabilecegi bir ylizeye
sahiptir. Mikroorganizmalar dis yiizeyinde kolonize olurlar. Bu ise dental plak olusumu ile
bakterilerin birikmesine neden olur. Siit diglerinin siirmesiyle birlikte, S.mutans ve S.sanguis
ag1z icine yerlesir ve olusan dental plak, yerlesmesi zor bakteri tiirleri i¢in ortami uygun hale
getirir. Ayrica kole bolgesindeki dis eti olugu sivis1 (DOS), zorunlu anaeroblar i¢in besin
kaynagi olusturur (87). Oral mikrobiyotada stabil bir topluluk olusuncaya kadar mikrobiyal
cesitlilik artmaya devam eder. Daimi dislerin siirmesiyle, spiroketler, fusiform basiller,
vibriolar ve leptotrichia tiirlerinde artis goriiliir. Hiicresel bagisiklik sisteminin
zayiflamasiyla oral kavitedeki non-oral bakteriler (stafilakok, enterokok) artar. Yasin
ilerlemesiyle birlikte, mayalar oral kaviteye kolonize olmaya baslar. Ilerleyen yasla birlikte
dis kayiplart goriildiiglinde ise, S.sanguis ve S.mutans yerini anaerobik bakterilere birakir
(88, 89 ). Diyetteki degisiklikler, hormonal degisiklikler ve oral hijyende meydana gelen
degisiklikler ile cok az etkilense de mikrobiyota ¢ok fazla degismez (86).
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Oral kavitede aerobik mikroorganizmalar yaninda anaerobik ve fakiiltatif anaerobik
bakteriler dil, dis gibi kisimlara yerleserek bu bolgeyi bakteri yerlesimi i¢in uygun hale
getirirler. Mikroorganizmalar genellikle, tiikiiriikle yikanmayacak ve yutulmayacak yerlere

yerlesirler (86).

Tiikiiriik, oral mikrofloranin gelismesi ve metabolik aktivitesinin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynamaktadir. Tiikiirik pH’sinin 6,75-7,25 ve sicakliginin 35-36°C olmasi
mikroorganizmalarin gelisimi i¢in uygun bir ortam yaratir. Tikiiriik i¢inde bulunan
glikoprotein ve proteinler, peptid ve amino asit kaynagi olarak gorev yapar ve mikrobiyal
gelisim icin yeterli miktarda karbonhidrat igerir. Ayrica, tiikiiriik dogal ve 6zel bagisiklik
faktorlerin de kaynagini olusturmaktadir (86).

Bakteriler, oral kaviteye yerlestikten sonra karbonhidratgca zengin gida ile
beslenme, oral bakterilerin gelisim hizinmi arttirir (86). Agiz boslugunda 700 kadar bakteri
tirii tanimlanmistir. Bu bakterilerden 300 kadari dil, agiz mukoza membranlari, ¢iiriik
lezyonlar1 ve endodontik enfeksiyonlar gibi agiz bolgelerinde saptanirken 400’1 subgingival
bolgede belirlenmistir. Kisilere gore degismekle birlikte belirlenen 700 tiiriin yaklagik 100-
200’iine bireylerin sahip oldugu saptanmistir (85, 90). Bakimli olmayan bir agizda bulunan
bir disteki bakteri sayis1 100 milyon - 1 milyar arasinda degismektedir (91) .

Agizdaki endojen mikroflora, kommensal bakterilerden, az sayidaki mayalardan ve
cevre kendilerine uygun olarak degistiginde endojen mikrofloraya dahil olabilen ek
mikroflora olarak tanimlanan tiirlerden olusur. Saglikli bir agizda Streptococcus,
Actinomyces, Veillonella, Fusobacterium, Porphromonas, Prevotella, Treponema,
Neisseria, Haemophilis, Eubacteria, Lactobacterium, Capnocytophaga, Eikenella,
Leptotrichia, Peptostreptococcus, Staphylococcus ve Propionibacterium bulunmaktadir
(92,93). Kommensal tiirler, ¢cevredeki degisikliklere ve kisinin agiz hijyenine bagli olarak

zararl ya da yararl olabilir (94).

Agizda bulunan mikroorganizmalarin ¢ogu, biyofilm i¢indeki mikroorganizmalara

aittir (95). Biyofilm, oral ekolojisinin degigsmesinde bile oldukga sabit kalir.

Ag1z ve dis hastaliklarmin biiyiik ¢cogunlugu agiz biyofilmlerindeki dengenin
bozulmasindan kaynaklanir (96, 97). Endojen mikrofloranin faydali faaliyetlerinden biri de
patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlardan korunmayi saglamaktir. Bu 6zellik

kolonizasyon direnci olarak adlandirilir. Eksojen mikroorganizmalar icin istenmeyen
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cevresel sartlarin olusturulmasi, inhibitér maddelerin iiretilmesi, tutunma bolgeleri ve

besinler i¢in rekabete girme, kolonizasyon direnciyle ilgili mekanizmalardir (98).

2.3.Biyofilm

Biyofilm, bir ylizeye yapisarak, belirli bir yapisal biitiinliik i¢erisinde toplu halde
yasayan ve birbirleriyle haberleserek varliklarinin devamu igin gerekli islevlerin yerine

getirilmesini saglayan bakterilerin olusturdugu karmasik bir organizasyondur (99, 100).

Biyofilmlerin ilk olarak 17. yilizyilda Anton Van Leeuwenhoek tarafindan
tanimlanmistir. O donemde disin lizerindeki plaktan aldig1 6rnegi inceleyen ve mikroskop
altinda mikrobiyal kiimelerin varligini izleyen Leeuwenhoek’ un, baktig1 seyin biyofilm

oldugunun farkinda olmadig: bildirilmistir (101).

[lk olarak 1976 yilinda Marshal, biyofilmin ¢ok ince bir ekstraselliiler polimer fibril
oldugunu ve bakterinin yiizeye tutunmasinda onemli oldugunu bildirmistir. Biyofilm
hakkindaki genel teori 1970’ 1i yillardan sonra netlik kazanmis bunun da otesine gecerek
bakterilerin multiselliiler davranis sergilemeye baslamasi ile mikrobiyolojiye bakis agis1 da

degismistir (102, 103).

Costerton ve ark. (101), akarsularin igerisinde yasayan bakterileri incelerken
bakterilerin  %99.99’nun bir ylizeye yapisarak, balgcik benzeri bir yap1 igerisinde
yasadiklarin1 ortaya koymus bu topluluklar1 tanimlamak amaciyla da ilk defa ‘biyofilm’

terimini kullanmstir.

Davey ve O'toole (104), biyofilm tabakasinin sadece ylizeye yapigsmis durumda
bulunan ve igerisinde mikroorganizmalarin bulundugu homojen bir tabakadan ibaret
olmadigini, bakterilerin belirli bir yapiya sahip, koordinasyon yetenegi bulunan fonksiyonel

topluluklarin olusturdugu biyolojik sistemler oldugunu ortaya koymustur.

Biyofilm tanimi1 son 30 yil igerisinde elde edilen bilgiler 1s1831nda gelistirilmistir.
Costerton ve ark. (101), bakterilerin polisakkarit yapida bir glikokaliks matriks icerisinde
bulundugunu ve bu yapinin adezyonu kolaylastirdigini gozlemlemislerdir. Arastiricilar,
biyofilmlerin yiiksek oranda sulu (hidrate) anyonik ekzopolimer matriks i¢inde bulunan
mikrokoloniler oldugunu belirtmistir. Watnick ve Kolter (105), biyofilmi, cansiz ya da canli

bir ylizeye tutunmus bir¢ok bakterinin salgiladiklar1 mukdz yapr igerisinde bir araya
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gelmesiyle olusan “ mikroplar sehri ” olarak tanimlamiglardir. Bir grup arastirmaci ise;
biyofilmi, mikrobiyal olarak degisime ugramis, yiizeye ya da birbirine tutunarak matriks ya
da hiicre dis1 polimerik madde i¢ine gomiilmiis olan planktonik hiicrelerden ¢ogalma,
genetik yap1 ve protein sentezi agisindan tamamen degisik yapida olan biyolojik bir olugum

olarak tanimlamaktadirlar (105,106, 107).

Biyofilmin en yeni tanimi ise canli ya da cansiz bir yiizeye yapisarak kendi
irettikleri organik bir ekzopolisakkarit matriks i¢ine gomiilii ve hareketsiz olarak birbirine,
bir kat1 yiizeye ya da bir ara yilizeye tutunmus genetik yap1 ve protein sentezi agisindan
serbest dolasan tiirdeslerinden tamamen degisik yapida olan mikroorganizmalarin

olusturdugu topluluk olarak yapilmaktadir (108, 109).

Bir ylizeyde koloniler halinde tutunarak yasayan bazi mikroorganizmalarin
olusturduklar1 her tabaka da biyofilm degildir. Bu hiicreler biyofilmdeki hiicrelerin sahip
oldugu ozellikleri gostermezler. Ug boyutlu agidan bakildiginda biyofilmler, matriksleri
icerisinde yasamlarini siirdiiren, hiicrelere besinlerin ve oksijenin tasinmasina imkan taniyan
su kanallarina ve ¢ok tabakali heterojen bir yapiya sahiptirler. Biyofilm yapisinin biiyiik
bolimi (%73-98) sulu (hidrate) sekildedir. Biyofilm olusumunda mikroorganizmalar
birbirleri ile farkli sinyal molekiilleri araciliiyla iletisim kurmaktadir. Sinyal molekiillerinin
algilanmasi, bakterinin bulundugu ortamda diisiik veya yiliksek miktardaki populasyon
yogunlugunu ayirt edebilmesini miimkiin kilar. Baska bir deyimle ¢ogunlugu algilama bir
bakteri populasyonunda gen ekspresyonunun, biitiin bir popiilasyonun gen ekspresyonu
dikkate alinarak koordineli bir sekilde gerceklesmesini ve kontrol edilmesini saglayan bir
iletisim mekanizmasidir (110). Bakteriler, biyofilm olusumunu hiicreden hiicreye yollanan
iletisim sinyalleri aracilif1 ile kontrol etmektedirler. Biyofilm olusum siirecinde quorum
sensing (QS, ¢ogunlugu algilama) molekiilleri adezyonda, mikrokolonilerin olusumunda ve
sonrasinda  biyofilm icinde kanalciklar a¢mak suretiyle Dbiyofilmden kopan

mikroorganizmalarin bir bagka yere gidip tutunmasinda goérev almaktadirlar (111).

Bakteriler birbirleriyle haberlesmek amaciyla 3 tip sinyal molekiilii kullanmaktadir
(112).

1.Acil Homoserin Lakton (AHL, Acyl-Homoserine lactones) : Bu tip QS
iletisimi daha ¢ok gram negatif bakterilerde goriilmektedir.

2.Autoinducer- 2 (AI-2) : Bu sinyal molekiilii gram pozitif ve gram negatif

bakterilerce iiretilmektedir. Biyofilmler arasindaki iletisimin AI-2 sinyalleri aracilifi ile
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diizenlendigi belirlenmistir. Farkli bakteriler arasindaki iletisimin ve biyofilm olusumunun
Al-2 sinyalleri tarafindan yonetildigini ortaya konmustur.

3.Autoinducer Peptider (AIP) : Ozellikle gram pozitif bakteriler tarafindan
iiretilen ve AIP olarak ifade edilen QS molekiillerinin bir¢ogu translasyon sonrasi degisiklige
ugrayan biiyiik peptidlerden iiretildigi bildirilmistir.

Bakteri kendinden gii¢lii ve daha yetenekli bakterinin DNA’ sin1 alarak kendi DNA’
sin1 degistirmektedir. AIP miktar1 yeterli diizeyde olmayan bakterilerde biyofilm olusumu
ozelliklerinin azaldig: belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalarda ilave sentetik AIP verilmesinin
de farkl: streptokok tiirlerinin kiitlelerinde artisa neden oldugu kanitlanmistir

Biyofilme sahip organizmalar; besin yoksunlugu, pH degisiklikleri, oksijen
radikalleri, dezenfektanlar, antibiyotikler gibi etkenlere karsi planktonik hiicrelerden ¢ok
daha direnclidirler. Bakterilerin kiimeler halinde ve EPS matriks igerisinde bulunmalari,
fagosite edilmelerini giiclestirir ve hiimoral immiin sistem bilesenlerinin bakterilere

ulagmalarini engeller (113).

2.3.1.0ral Biyofilm

Dis plagi, dis yiizeyine tutunmus karmasik mikroorganizma topluluklar1 olarak
tanimlanmaktadir ve bu ozelligiyle biyofilm yapisi ile benzerlik gostermektedir. Bu
nedenden dolay1 son yillarda yapilan bir¢ok calismayla birlikte plak, biyofilm olarak
degerlendirilmektedir. Biyofilm biitlin olarak bakildiginda igerisinde yaklasik 700

civarlarinda bakteri tiirii barindirmaktadir. Yeni tiirler de hala izole edilmektedir (114, 115).

Dis plagi, dis ylizeyine sikica yapisan ve suyla ¢alkalama ile uzaklastirilamayan
yumusak materyal olarak tanimlanir. Imm®lik dis yiizeyinde bulunan dis plaginda 200
cesitten fazla mikroorganizma bulunmaktadir (116). Dis plagi olusumunda bakteri
kolonizasyonu, dis ylizeyindeki pelikil ile bakterilerin yiizey molekiilleri arasindaki
etkilesime baghdir. Pelikil, dis ylizeyinin kapli oldugu ekstraseliiler protein benzeri bir
yapidir. Dis ylizeylerinin dis fir¢asi ya da profesyonel yontemlerle temizlenmesinden
yaklasik 20 dakika sonra, ylizeyler tiikiirik pelikili tarafindan kaplanir (115). Pelikil,
homojen, membrandz, hiicre icermeyen, tiikiirik glikoproteinlerinden ve tiikiiriik
proteinlerinden olugmus ince, diiz, renksiz, saydam bir film tabakasidir. Yapisinda kollajen,
keratin ve melanin bulunmaktadir. Alttaki dis yiizeyine sikica baglanmaktadir. Polisajla

diizgiin yiizeylerden kolaylikla uzaklastirilir ancak ¢ok kisa bir siirede yeniden olusur.
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Elektron mikroskop ¢alismalart dislerin temizlenmesini takiben 2 saat sonra dis yiizeyinde
0.1 - 0.7u kalinhiginda organik bir tabaka olustugunu gdstermistir. Pelikil yalnizca disler
tizerinde meydana gelmez, disler iizerine baglanan ortodontik apareylerde, dolgular ve
protezler lizerinde de meydana gelir. Pelikil primer kolonizasyon i¢in bir substrat gorevi
gormektedir (104, 115). Ayn1 zamanda dis ylizeyinin kayganlasmasini saglayarak etkili bir
cigneme saglamakta ve disi demineralizasyondan korumaktadir (117). Tiikiirik
glikoproteinleri, fosfoproteinleri, lipit, az miktarda dis eti olugu sivist ve Olmiis bakteri
hiicresi kalintilar1 pelikil yapisinda yer alir. Pelikil asitte ¢dziinen ve ¢oOziinmeyen
kisimlardan olusur. Asitte ¢coziinmeyen kisim dis yiizeyinin asitlere karst korunmasinda
etkilidir. Tim pelikilda (asitte ¢oziinen + ¢dziinmeyen ) yiiksek oranda glisin, serin,
glutamik asit vardir. Bunlar1 aspartik asit , proline, alanin ve 16sin izler. Tiim pelikil siilfiir
ve aromatik amino asitleri tasir. Tim pelikildaki karbonhidratlar glikoz, galaktoz,
glikosamine, mannoz ve fruktoz ‘dur. Amilaz, lizozim, Ig A gibi tiikiiriik proteinleri de

pelikilda bulunur. Yine alblimin, Ig G, Ig M’ de ¢cogu kez pelikilda gortilmiistiir.

Dislerdeki baslangic kolonizasyonu S.mutans disinda mikroorganizmalarla
baslamaktadir. S.mutans tek basina dis yiizeyine tutunma yetenegine sahip degildir. Dis
yiizeyindeki pelikila ilk tutunan bakteriler gram pozitif kok formundaki bakterilerdir, ayrica
az sayida epitel hiicresi ve nétrofillerde ilk tutunan hiicresel elemanlardandir. Daha sonra
ise gram pozitif cubuk, gram negatif anaerobik kok ve fusiformlar dis yilizeyine yerlesmeye
baglamaktadir. Pelikil olusumdan sonra, dis sert ylizeyine ilk kolonize olan bakteriler
S.oralis, S. mitis, S.gornonii, S.sanguis ve Actinomyces’tir (118). Bu bakteriler dis yiizeyine
bakteri yiizeyindeki adezinler ile pelikildaki reseptorler arasinda olusan Van der Waal’s
kuvvetleri ile tutunurlar (116). Tikiiriiglin yapisinda bulunan sialik asit zincirleri yoluyla
S.sanguis ve S.oralis dis yiizeyine tutunurlar. Benzer sekilde, Actinomyces naeslundii de
prolinden zengin protein ve staterin yardimiyla dis ylizeyine tutunur. Dis ylizeyinin
hidrofobisitesinin yiiksek olmasi da baglanma giiclinii attirmaktadir. Birka¢ bakterinin
biyofilm tabakasi iizerine tutunmasini takiben (erken kolonizasyon), yiizey ozellikleri
ortamda bulunan diger bakterilerin ylizeye tutunabilmeleri ve hayatta kalabilmeleri i¢in

elverigli hale gelir (115).

Daha sonra, ikincil kolonizasyon baslar, buradaki tutunum mekanizmasinda ise, ilk
kolonize olan tiirler ile yeni kolonize olmaya baslayan tiirler arasinda olusan koagregasyon
ve koadezyon rol oynar. Ikincil olarak kolonize olan tiirler; Capnocytophaga, Haemophilus,

Eikenaella, Prevotella,  Propionibacterium ve Veillonella tirleridir. Mevcut

19



mikroorganizmalar {izerine ortamda bulunan yeni mikroorganizmalarin koadezyonu
gerceklesir. Koadezyon dis plaginin islevsel organizasyonunun da degisimine neden olur.
Biyofilm igerisindeki bakteriler hem zit hem de aymi biyokimyasal etkilerin gorildigi
ortamlarda yer almaktadirlar (118). Bu sayede anaerobik bakterilerin oksijen tiiketim
alanlarina koadezyonu, bakterilerin aerobik ortamlarda da hayatta kalabilmelerine neden
olmaktadir (119). Dis ylizeyindeki bakteri kalinlig1 arttikca baslangicta aerobik olan
mikroorganizmalar, yerini fakiiltatif anaerobik ve zorunlu anaerobik mikroorganizmalara
birakir. Boylece meydana gelen olgun plak, yiiksek hizli dinamik bir siire¢ ile yapisini korur.
Laktobasiller anaerobik olmasina ragmen plagin yapisinda genellikle bulunmazken,
Actinomyces tiirleri 6zellikle A.naeslundii ve Veillonella tirleri siklikla bulunur. Olgun
plakta ise Treponema denticola gibi spiroketler ve gesitli anaerobik gram negatif rodlar
bulunur. F.nucleatum’un ise ilk ve ikinci kolonizasyon arasinda bir koprii gorevi gordiigii
bildirilmistir (120). Bakteri tutulumu sonrasinda var olan bakterilerin hiicre boliinmeleri ile
biliylime gerceklesmektedir. Sonunda ii¢ boyutlu, islevsel olarak organize olmus ve karisik
mikroorganizma topluluklarina sahip biyofilm baska bir degisle plak formasyonu olusmus

olur (119).

Olgun dis plagr 5 asamada meydana gelmektedir (Sekil 2.1). Ilk asama, dis
yiizeyinde pelikil olusumu; ikinci asama, Oncii bakterilerin dis yiizeyine tutunmasi (4 saat);
iiclincili asama, tutunan bakterilerin farkli mikro koloniler olusturmasi (4-24 saat); dordiincii
asama, mikrobiyal artis ve koagregasyon ile mikro kolonilerin gelismesi (1-14 giin) ve son

asamada ise olgun biyofilmin olusumudur (2 hafta ve {istii) (86).
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almarak diizenlenmistir).

2.3.2. Restoratif Materyallerde Biyofilm Olusumu ve Etkili Faktorler

Restoratif materyaller {izerinde biyofilm olusumu bir¢ok faktore baglidir. Farkli
restoratif materyallerde biyofilm olusumu arastirilmistir. Restoratif materyaller {izerine
bakterilerin adezyonu materyalin yiizey yapisina ve yiizeyin piiriizliiligline bagl olarak
degismektedir ( 10, 121, 122, 123). Piiriizlii yiizeylerin serbest ylizey enerjisi fazla oldugu
i¢in biyofilm olusumu igin uygun ortam hazirlamaktadr. Iyi cilalanmis yiizeylerde biyofilm
olusumu daha distiktiir (121). Ancak yiizey piiriizliiliigiiniin biyofilm iizerine etkisi
materyale gore de degismektedir. Restoratif materyallerin kimyasal bilesimi bakteri
adezyonunu etkilemektedir (10). Rezin kompozitlerde yiizey piiriizliiligi 6nem tagirken cam
iyonomerler de ise yiizey 6zellikleri biiyiik onem tasimamaktadir (122 ). Seramik yiizeylerde
daha ince biyofilm olugsmaktadir (9, 124). Ancak seramik malzemelerde canli bakteri sayisi

daha yiiksektir ( 125).

Restoratif materyallerin adeziv 6zellikleri de biyofilm olusumu iizerine etkilidir.
Adeziv 0Ozelligi diisik olan materyallerde biyofilm olusumu diisiik olmaktadir (122).
Biyofilm birikimi matriks monomer ve doldurucu biyiikliigiine gore degisiklik
gostermektedir (126). Metakrilat monomer igeren kompozit rezinlerde polimerize olmayan
arttk monomerler salinarak oral kaviteye dagilmaktadir ( 127 ). Bu nedenle polimerik yap1

ile birlesmeyen artik monomer tipleri dnem tagimaktadir (128).
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Restoratif materyallerde biyofilm olusmasi materyalin mikrosertligini azaltmakta
ve piriizliliigi artirmaktadir. Kompozit rezin restorasyonlarda kenar biitiinliigii bozulmakta
ve asinma gorlilmektedir. Bu durumda restorasyonun ¢evresinde dis sert dokusu ile arasinda
sekonder ciiriik olugmaktadir (129, 130, 131, 18). Karyojenik biyofilm kompozit rezin ve
modifiye rezin cam iyonomer simanin yiizeyin bozulmasina neden olmaktadir. Yapilan bir
caligmada iizerinde biyofilm olusan cam iyonomer materyallerin daha hizli bozuldugu ancak

kompozit rezinlerde bu durumun gézlenmedigi bildirilmistir (132).

Souza ve ark (133), rezin bazli materyallerde karyojenik plak birikimi oldugunu
gozlemiglerdir. S.mutans kompozit rezinlere cam iyonomer simandan daha yiiksek oranda
yapismaktadir. Seramik yiizeylerde ise bakteri adezyonu ve glukan miktar1 daha diigiik
olarak bulunmustur (129, 134).

Tiikiiriik proteinlerinin restoratif materyale adezyonu da biyofilm olusumunda
onem tagimaktadir. Tikiiriikk proteinleri restoratif materyallere farkli adeziv 6zellik

gostermektedir (125). Albumin, bakteri adezyonunu ve birikimini artirmaktadir (135).

2.3.3. Dis Ciiriigiine Neden Olan Mikroorganizmalar

Dis ¢lirligi, asit ireten bakterilerin karbonhidratlar1 fermente etmesi yoluyla dis sert

dokularinda yikimina neden olan kronik, enfeksiy6z ve bulasict bir hastaliktir (38, 136 ).

Dis ciiriigiiniin meydana gelebilmesi i¢in, ¢iiriige hassas bir konak, diyette fermente
olabilen karbonhidratlar, asidiiriik ve asidojenik mikroorganizmalar ve zamana ihtiyag
vardir. Mikroorganizmalar dis ylizeyinde adsorbe olarak burada biyofilm olusturabilirler.
Gidalarla alinan karbonhidratlar1 mikroorganizmalar kullanarak asit olustururlar. Olusan bu
asit dis yapisinin bozulmasina neden olur. Tiikiiriik de ¢iirlik olusumunda rol oynamaktadir.
Tikiriigiin akis hiz1 icerdigi mikroorganizmalar 6nem tasimaktadir ( 116, 136 ). Agizda

mikroorganizmalar ve karbonhidratlar olmadig1 zaman ¢iiriik olusmamaktadir (116 ).

Dis c¢iiriglinde etkili olan mikroorganizmalar arasinda ilk sirayr S.mutans
almaktadir. Dis plaginda yer alan ve asidojenik olan ve asidi tolere edebilme 6zelligi olan
S.mitis, S.gordonii, S.anginosus ve S.oralis gibi bakteriler, S.mutans’1n gelismesi i¢in uygun
cevresel kosullarin olusmasinda 6nemli rol oynarlar (20, 38). Fissiir ¢liriikk olusmasina
egilimlidir. Fissiirlere iliskin ¢aligmalar, mutans streptokoklarin (cogunlukla S.mutans ve

S.sobrinus) oranlarinin artmasi ile ¢iiriik lezyonunun saptanmasi arasinda gii¢lii bir iligki
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oldugunu ortaya koymustur (137). Dis yiizeyinde bulunan biyofilmde bu
mikroorganizmalarin bulunamadig1 yine bu durumun aksine lezyonun olmadig1 durumlarda
mutans streptokoklarin bulunmasi nedeniyle bu iliski tam olarak belirlenememistir. Yapilan
caligmalarda kisa siireli ¢aligmalarda yiiksek mutans streptokok seviyesi ile ¢iiriik arasinda
pozitif bir iliski bulunurken uzun siireli ¢alismalarda net bir iliski bulunamamistir (138,
139). Son yapilan ¢aligmalarda uygun besiyerleri kullanildig1 zaman bifidobacteria gibi bazi
bakterilerin ciirtikle iligkili olabilecegi vurgulanmistir (140). Son yillarda kiiltlir bagimsiz
molekiiler teknikler kullanilarak yada kiiltiirel ve molekiiler teknikler kullanilarak yapilan
caligmalarda dental biyofilmdeki mikrobiyota analiz edilmistir. Tanner ve ark (141) erken
cocuklukta farkli dis ylizeylerinde goriilen siddetli ¢iiriiklerde S mutans, Scardovia
wiggsiae, Veillonella parvula, Streptococcus cristatus and Actinomyces gerencseriae
belirlemistir. S.sanguinis saglam dis minesi ile ilgiliyken 4.gerencseriae, Bifidobacterium
spp. S.mutans, S.salivarius, S.constellatus, S.parasanguinis, L.fermentum ve Veillonella spp.
clirtikle ilgili olarak belirlenmistir (142). Actinomyces spp. ¢lriikk baslatmada etkinken
Bifidobacterium spp. daha gelismis lezyonlarin olusmasinda rol oynayabilmektedir (143).

Benzer sekilde, ¢cocuklarda birincil ve kalici dislerde olusan ciirtiklerde yapilan
molekiiler tabanli bir calismada, S. mutans'a ek olarak ¢esitli tiirlerin ¢iiriik ilerlemesinde rol
oynadig1 gosterilmistir; Bu  bakteriler Veatonella, Lactobacillus, Bifidobacterium,
Propionibacterium, Actinomyces, Atopobium ve streptokok tiirleridir (144). Actinomyces,
Bifidobacterium, Rothia, Veillonella, Candida, enterekoklar ve gram negatif tiirler siklikla

kok ciiriiklerinden izole edilmektedir (20, 38).

Farkl: iilkelerde ve populasyonlarda farkli yas gruplarinda yapilan ¢aligmada dis
ylizeylerinde olusan demineralizasyon ile S.mutans sayist ve beslenme aligkanliklar
arasinda pozitif bir iliski bulunmustur. Ancak bu ¢alismada Streptokoklar ve laktobasiller
gibi biitlin bakteriler tanimlanmamistir. Ciiriikk karmasik bir mikrobiyolojik siirectir. Bir
biyofilmde asit tireten ve asit kullanan veya aside kars1 koruyucu tiirler bulunabilir ve bu
bakteriler arasinda meydana gelen bir dizi etkilesimin sonucu ¢iirikk olusmaktadir (144).
Biyofilm i¢indeki bazi bakteriler demineralizasyona katkida bulunsa da, Veillonella spp. gibi
baz1 bakteriler de seker metabolizmasi ile iretilen laktatin ya da tiikiiriikte bulunan
S.salivarius, S.sanguinis, A.naeslundii gibi bakteriler ise alkol liretmek suretiyle asit
tretiminin etkisini azaltabilmektedir (139). Karyojenik 6zellik gosteren bakteriler, plak

yapisina katillan diger bakteriler ile rekabet ederken ortamda bulunan fermente olabilir
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sekerleri hizla hiicre i¢ine alarak metabolize ederek asit iiretiyorlar. Buda pH nin diismesine

neden olur (Sekil 2.2).

Mutans streptokoklar ile birlikte sakkarolitik diger oral bakteriler seker tagima
sistemlerine (MS, fosfoenolpiruvat) sahiptirler. Bu bakteriler seker miktar1 cok diisiik oldugu
zaman bile metabolize eden seker fosfotransferaz (PEP-PTS) sistemleri bulunmaktadir.
Sekerler, glikoliz yoluyla asitlere (ve agirlikli olarak laktik asit) doniistiiriiliir; karyojenik
bakteriler, birka¢ dakika i¢inde asit iireterek ortamin pH’ nin diismesine neden olabilir (143).
Bu diisiik pH’da bir ¢ok bakteri uzun siire canliligini silirdiiremez ancak mutans
streptokoklar, laktobasiller ve bifidobakteriler, diisiik bir pH' de canli kalmay siirdiirmekle

kalmay1p ayn1 zamanda biiylimeye ve sekerleri metabolize etmeyi siirdiirebilirler (143).

Eksraselliiler polimerler (EPS)

-Glukan, mutan (GluKkosiltransferazlar)
-Fruktan (FruKtosiltransferans)

B Laktik asit ve
E
nerji <= => diger asitler
Bakteriyal gelisme

Intraselliiler polimer (IPS)
-Glikojen (Depo)

Sekil.2.2 Siikrozun metabolizmasi (Marsh, 2016)

2.3.4. Plagin Ciiriik Olusumundaki Rolii

Normalde, engelleyici bir ortam olmadikga dis sert dokular ile tiikiiriik arasinda
stirekli bir iyon aligverisi soz konusudur. Asidik ortam kosullarinda demineralizasyon
meydana gelir. Dis sert dokularindan kalsiyum fosfat (Cas3(POs),) gibi iyonlar uzaklagsmaya
baslar. Demineralizasyon meydana gelmesiyle birlikte ¢iiriikk baslangic1 i¢in ortam
hazirlanmis olur. Ortamin asidik hale gelmesinde de alinan yiyecek ve icecekler 6nemli bir
rol oynamaktadir. Ancak bu etkiler kisa siireli olup tiikiiriigiin tamponlayici ve yikayici giicii
ile disten uzaklastirilir. Ciiriik olusumu i¢in olusan asit pH’ nin diismesine neden olur.
pH’nin diisiik kalmasi dis iizerine etki eder. Diste ¢iiriik baslangici adim1 verdigimiz,
dokudan 6nce submikroskobik, daha sonra mikroskobik ve en sonunda makroskobik olarak

izlenen doku kayiplar1t meydana gelir.
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Ancak ciirtik i¢in etkili asit ortam1 meydana getiren plak icerisinde yasayan ve
fermente olabilen karbonhidratlar1 metabolize ederek asit meydana getiren
mikroorganizmalardir. ~ Bdylece = demineralizasyon = sonucu  plak  asidojenik
mikroorganizmalar1 barindirmasi, olusan asidin uzun siire dis ylizeyini etkilemesine izin
vermesi, yine yapist dolayisi ile tlikiiriglin yikayici ve tamponlayict giiclinli engellemesi
nedeni ile ¢liriik olusumuna yol acan ana faktorlerdir. Restorasyon yapilmig dislerde de

benzer mekanizma goriilmektedir (Sekil 2.3).

e Canh bakteri
o Olii bakteri

Sizan iyon ve monomerler
— Adezyon giicleri
Pasif fiziko-kimyasal interaksiyon
Adezyon
Biyofilm olusumu
«— Kaldirma giicleri
Kesme
Asmmma
Tiikiiriikle yikanma

Sekil 2.3. Restorasyon yapilmis dislerde ¢liriik olusumu (Montanaro ve ark. 2004)

Restoratif materyallerde restorasyondan sonra ortaya ¢ikan sizintt ile
mikroorganizmalar ylizeyde ve arayiizde biyofilm olusumunu baslatir (18, 131). Restoratif
materyallerde dental biyofilm olusumu, ¢ok sayida karyojenik bakteri igerigiyle sekonder
ciiriklerin gelisiminde 6nemli rol oynar. Plakta olusan asit tipi ve miktar1 pek ¢ok faktor
tarafindan etkilenmektedir. Mikroorganizmalarin metabolik faaliyetleri sonucu olusan
asitler; laktik asit, asetik asit, propionik asit olabilir. Ancak bunlar arasinda en etkili laktik

asittir. Asidik ortam ¢iiriik olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir ( 18, 131).

Diistik pH, dental plaktaki bakteri gelisiminin biiyilik bir kismin1 inhibe ettigi i¢in,

stikrozdan zengin diyet mikroflora kompozisyonunu degistirebilir, bu nedenle daha asidiiirik
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oral floranin bir parcasi haline gelirler. Buna ilaveten, siikroz, glukoziltransferaz (GTF) ve
fruktoziltransferaz (FTF) gibi bakteriyel enzimlerle glukan ve fruktana ¢evrilir. Glukan, plak
tutunumunu arttirir ve plak matriksi olusumuna katkida bulunur. Fruktan ise ekstraseliiler
besin maddesi olarak gdrev goriir. Asirt miktarda alinan karbonhidrat, bazi tiirler tarafindan
intraseliiler glikojen deposu olarak depolanir ve bu depolar fermente edilebilen kaynak
olmadiginda aside metabolize edilir. Tiim bu faktdrlerin varliginda, diger faktorler esit

oldugunda bile c¢iiriik gelisimi artar ( 86 ).

Ciirtiklerin 6nlenmesi olusan veya olusacak biyofilmin engellenmesi ile ortadan
olabilir. Bu amagcla geleneksel tedavi metodlar1 yaninda cesitli kimyasal maddeler, as
uygulamalari, antibiyotikler kullanilabilmektedir (20,38). Son yillarda probiyotik
bakterilerin dis saglig1 iizerine etkisinin anlagilmasi ile probiyotikler iizerinde durulmaya

baslanmustir (145, 146, 147).

2.4. Probiyotiklerin Dis Saghg Uzerine Etkileri

Mikroorganizmalarin viicudumuza zararli ve hastaliklara neden oldugu kanis1 uzun
yillar kabul gérmiistiir. Oysa giiniimiizde sayilar1 giderek artan bilimsel arastirma sonuglari
canli mikroorganizmalarin baz1 hastaliklarin  tedavisinde, hatta Onlenmesinde

kullanilabilecegine isaret etmektedir (147).

Probiyotik kavrami ilk kez XIX. Yiizyilin baglarinda Nobel 6diilii sahibi Elie
Metchnikoff tarafindan giindeme getirilmistir. Metchnikoff, Bulgar kdoyliilerinin uzun
yasamalariin fazlaca fermente siit lriinii tiiketmelerine bagli oldugunu belirtmistir.
Probiyotik kelimesi Latince “pro” ve “bios” koklerinden tiiretilmis ve “yasam i¢in” anlamina
gelmektedir. Besinlerle birlikte veya ayr1 olarak alinan, mukozal ve sistemik immiiniteyi
diizenleyerek, bagirsaklarda besinsel ve mikrobiyal dengeyi saglayarak konak¢inin sagligini

olumlu yonde etkileyen canli mikroorganizmalara probiyotik ad1 verilir (148).

Probiyotikler gida komponentleri veya gida olmayan preparatlar olarak
tiiketilebilir. Bu giine kadar yapilan caligmalarda probiyotiklerin uygulanmasi icin sakiz,
gargara, pastil, ¢cikolata, siit, peynir, yogurt gibi iirlinler kullanilmistir. Bu tasiyici sistemlerin
baz1 simrlayici yonleri vardir. Ornegin gidalarla alinan probiyotikler oral kaviteden hizla

kaybolurlar. Bu da probiyotiklerin etkinligini azaltir (149).
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Probiyotikler; insanlarin veya hayvanlarin dogal mikroflorasina ait 6zellikleri
gelistiren, tiiketilmeleri sonucunda agizda, gastrointestinal sistemde, iist solunum yollarinda
ya da tirogenital kanallarda yararli etkileri ile konak¢inin saglhiginda iyilesmeye sebep olan

tek veya karigik canli mikroorganizma kiiltiirleridir (150).

Bu mikroorganizmalarin canli kalabilmeleri ve bdylece bagirsaklarda gelisme
olanagi bulabilmeleri gerekmektedir. Bagirsak sistemine 0zgli probiyotikler olarak
kullanilan bazi1 Lactobacillus tiirleri dis ¢ilirlimelerine neden olan bakterileri inhibe ederek
(antibakteriyal madde iiretimi ve dis yiizeyindeki tutunma boélgeleri icin rekabet gibi
mekanizmalarla) etki gostermektedirler.

Probiyotik yardimiyla karyojenik patojenlerin oral kolonizasyonu engellenmeye
calisilmaktadir. Probiyotik bakteriler organik asit, hidrojen peroksit, diasetil, ve bakteriyosin
benzeri maddeler olusturarak, adezyon inhibitorleri salgilayarak etki gosterdikleri

bildirilmistir (149 ).

Ag1z probiyotigi olarak sec¢ilecek mikroorganizmalarin insan orijinli olmasi
gerekmektedir. Ayrica probiyotik bakteri gerek besin i¢in gerekse de adsorbe olacaklari
yiizey icin rekabet etmelidirler. Oral probiyotik olarak kullanilan bakteriler Tablo2.1 * de

verilmistir.

Tablo 2.1.Probiyotik olarak kullanilan bakteriler.

Lactobacillus suslari Bifidobacterium suslari Streptococcus suslari
L. acidophilus B. bifidum S. thermophilus
L.casei B. breve
L. bulgaricus B.lactis Weissella suslar:
L. delbrueckii subsp. bulgaricus B.longum W.cibari
L. johnsonii B. adolescentis
L.paracasei B. infantis Lactococcussuslar:
L. plantarum L. lactis
L.reuteri
L. rhamnosus Propionibacterium suslari

P. Freudenreichii subsp.
L. salivarius
shermanii
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Probiyotik bakterilerin dis ¢iiriglinii nleme veya yavaslatmada yararli olabilmesi
icin; agiz dokularina tutunabilmeli, patojen bakterilerin yerlesim yerlerine yerleserek
biyofilmin bir pargas1 olmalidir. Agiz patojenlerine karsi antimikrobiyal madde tiretmeli ve
patojen bakterilerin ¢ogalmasini engellemelidir. Agiz igerisinde olusabilecek diisiik pH
degerlerine kars1 dayanikli olmali, pH’y1 diistirmemelidir. Gidalardaki sekeri metabolize
ettiginde, asit iiretimi diisiik olmali, bagisiklik sistemini olumlu etkilemelidir (Sekil 2.3)

(149).

Konak, patojen bakteri, besinler ve zaman faktorleri hep birlikte agizda organik asit
iiretimine ve sonrasindaki demineralizasyona neden olmaktadir. Buna gore hastalik siirecine

engel olmak i¢in bu faktorlerden en az birinin elimine edilmesi yeterli olabilir.

Patojenlerin

adezyon bélgelerini
. ) bloke eder B Besin maddeleri
Antimikrobiyel iginrekabet rekabet
maddeler «I
. . y
/ me’rabollzma ile

Ekzopolisakkarit
olusumunun
~ engellenmesi

Inflamator

probiyotiklerin - markerlarin

Baigiklik iizerine (/ hedetler azaltilmas
etkisi \
. 4 7 V ‘ ) w
ls
remineralizasyonunu moduiasyonu

narfigi 4@l Kemik resorpsiyonunun
inhibisyoru

Sekil 2.4. Oral probiyotiklerin potansiyel etkileri

2.4.1.Probiyotiklerin Dis Ciiriigiine Etkisi

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda probiyotiklerin uygulanmasi i¢in sakiz, gargara,
pastil, ¢ikolata, siit, peynir, yogurt gibi tirlinler kullanilmistir. Bu tasiyict sistemlerin bazi
sinirlayici yonleri vardir. Ornegin gidalarla alinan probiyotikler oral kaviteden hizla
kaybolurlar. Buda probiyotiklerin etkinligini azaltir (145, 151). Nase ve ark( 151), invivo

calismada diyete ilave edilen L.rhamnosus GG ‘nin S. sobrinus’u inhibe ederek dis
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clirlimesini engelledigini bildirmistir. L.rhamnosus homofermantatif bir bakteri olup siikroz

ve laktozu fermente edemediginden karyojenik olmadig: kabul edilmektedir (Tablo 2.2 ).

Tablo 2.2. Probiyotikler ve uygulama 6rnekleri

Probiyotik Preparat Etki Kaynak

L. rhamnosus SD11 (1050 cfu/L) Fermente siit S.mutans 152

L. bulgaricus 4 hafta sayisinda
azalma

Bifidobacterium animalis subsp.  Yavas salinimli Gruplar

lactis BB-12 (10" kob/mL) tablet veya giinde 2 arasinda 153

kasik 22-23ay farklilik yok

Bifidobacterium lactis Bb-12

ATCC27536 and Lactobacillus ~ Dondurma/10 giin S. mutans

acidophilus La-5 (10°kob/g) sayisinda 154
azalma

L.rhamnosus GG (2 x 10* Yogurt /3 hafta S. mutans

kob/mL) sayisinda
azalma 155

L.rhamnosus, Bifidobacterium Suda ¢6ziinen toz S. mutans

longum, Saccharomyces ag1z ¢alkalama sayisinda

cereviasae (1.25x10° kob/mL) solusyonu azalma 156

Bacillus coagulans (1.5 x10®

kob/mL

L.rhamnosus LB21 (10 Stit/2 hafta Gruplar

kob/mL) arasinda
farklilik yok 157

B. animalis subsp. lactisDN Yogurt /2 hafta S. mutans

173010 (2 x 10® kob/g) say1sinda 158
azalma

L. rhamnosus LB21 (10’ Stit/21 ay Gruplar

kob/mL) arasinda 159
farklilik yok

L.rhamnosus GG, ATCC 53103  Siit/7ay S. mutans

(5-10 x 10° kob/mL) sayisinda 160
azalma

L.rhamnosus GG ATCC 53103  Peynir/glinde 5 kez3  Gruplar

(1.9 x 10" kob/g) hafta arasinda 161

L. rhamnosus LC 705 (1.2 x 10’ farklilik yok

kob/g)
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Probiyotiklerin dis ¢iiriigiinii sinirlamada veya onlemede faydali bir etkiye sahip
olabilmesi i¢in, dis yilizeylerine yapisabilmeli ve biyofilm olusturan bakteriyel topluluklara
entegre olabilmelidir. Ayn1 zamanda karyojenik bakterilerle rekabet etmeli ve onlara
antagonistik etki gostererek cogalmasini onlemelidir (159). Ayrica gidalardaki sekerlerin

probiyotikler tarafindan metabolize edilmesi, diisiik asit iiretimiyle sonug¢lanacaktir.

Probiyotiklerin siit iiriinlerine dahil edilmesinin avantaji asidik kosullar1 notralize
etme kapasitesindedir. Peynir demineralizasyonu Onler ve remineralizasyonu destekler.
Invitro bir galismada laktobasillerin hidroksiapatite ve epitelyal hiicrelere yapisabildigi
gosterilmistir (160). Yapilan ¢caligmalarda probiyotik laktobasil veya bifidobakterileri iceren
driinlerin  tiiketilmesinin tiikiirlikte mutans streptokoklarin  sayisin1  azaltabilecegi
bildirilmesine karsin ( 141, 151, 158, 161, 164-168) biitiin calismalarda benzer sonuglar elde
edilmemistir (157, 159, 169 ). Calismalara bakildiginda tiikiirik i¢indeki S.mutans
sayisindaki azalmanin kullanilan mikroorganizma veya gidaya bagli olmadig gortilmektedir
(Tablo 2.2 ). Yapilan c¢aligmalarin bir¢ogunda tiikiiriikteki laktobasil sayisindaki degisim
belirlenmistir. Kisa bir siire probiyotik i¢eren peynir tiikketenlerde laktobasil sayisinda artig
saptanmistir (161). Laktobasiller da artis Montalto ve ark (169) tarafindan da saptanmaistir.
Baz1 probiyotik Lactobacillus ve Streptococcus suglarint igeren {iriinler aktif olarak
kullanildiklart siire boyunca bazi kisilerin agi1z boslugunda kolonize olduklar1 sdylenebilir.
Ancak bu durum probiyotik suslara, kullanilan {iriine ve konakg¢iya gore degisiklik
gosterebilmektedir. L.rhamnosus GG ve iki farkli L.reuteri susunun agizda kolonize ettigi,
goniillillerde yapilan ¢alismada agizda kolonize olduklart bildirlmistir (170, 171, 143). S.
salivarius K12’nin de {rlinlin kullanimindan kisa bir siire sonra kolonize oldugu
belirlenmistir (172). invitro yapilan calismada 13 laktobasil susunun da degisen oranlarda

hidroksiapatite yapistig1 saptanmustir (173).

Invitro bir c¢alismada Lactobacillus ve Bifidobacterium lactis Bb12> nin
hidroksiapatit iizerinde olugan pelikil iizerindeki tiikriik bilesimini etkileyerek S.mutans’in

yapismasini engelledigi gézlenmistir (170, 171, 174, 175).

2.4.2. Probiyotiklerin Dis Plagina Etkisi

Dis plagina etkilerini de direk ve indirek etkilesim olarak iki grupta incelenir. Direk
etkilesimleri muhtemelen, konak¢1 dokularda ve diger bakterilerdeki baglanma alanlar1 i¢in

rekabet ve besin maddeleri i¢in rekabet yoluyla plagin biyofilm olusumunun bozulmasina
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neden olurlar. Oral patojen bakterileri inhibe eden antimikrobiyal bilesiklerin iiretimi de
onemli bir mekanizmadir. Laktik asit bakterilerinin organik olmayan antimikrobiyal ajanlar
iireterek de plak olusumunu engelleyebilirler (20, 176, 177). Probiyotik bakteriler, immun
sistemi ve mukozal gecirgenligi regiile ederek indirek olarak biyofilm olusumunu

engellemektedirler (20, 177, 178).
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Bu in-vitro calismada probiyotik bakterilerin, 8 farkli

3. MATERYAL VE YONTEMLER

restoratif materyal ve

standart hidroksiapatit disklerin ylizeyinde patojen biyofilm olusmasi iizerine etkileri,

mikrobiyoloijik deneyler ve SEM analizleri ile incelenmistir.

3.1 Calismada Kullanilan Materyaller

Calismada kullanilan kompozit rezin materyaller, igerikleri, iiretici firmalarin

isimleri tablo 3.1°de, cam iyonomer materyalin igerigi, liretici firma ismi Tablo 3.2 ‘de,

CAD-CAM bloklar, icerikleri, iiretici firmalar1 Tablo 3.3’te ve standart hidroksiapatit diskin

icerik ve liretci firmasi Tablo3. 4’te verilmistir.

Tablo 3.1. Kompozit rezinlerin igerikleri ve iiretici firmalari.

Doldurucu Doldurucu
orani orani
Materyal Tiirii Icerik Partikiil boyutu (hacimee) (agarlikea) Uretici Firma
Aclite all Bis-EMA, Bisco,
Lrpose 0.04-0.7pm schaumburg IL,
. ikrohibri TEGDMA cam dolduruc, %55 %76 USA
body mukrohibrit ’ amorf silika 0 0 Lot 1500005536
16-17 um
Strontiyum- GC Dental
Lanthanoid
G-gaenial mikrohibrit UDMA, fl anthanol %62 %76 Pro.du'cts corp.,
uoride,silika Aichi, Japan
Dimethacrylate 850 nm cam Lot 1502191
doldurucu, 16nm
co-monomer silica, fumed silika
1.5p-20nm
BiSGh'\_/LA'-I;Ef)?(MA’ silanated barium z(ura ray,
Clearfil fil crotoblk, %40 %78 aponya
cartt fanot aromatik, cam doldurucu ° ° Lot BK0010
majesity dimetakrilat, silane,
ES-2 cam seramik,
mikrodoldurucu
alimina
0,1-4 pm Mean
0.8 um Shofu Co, Kyoto,
. . . S-PRG, Japan
Beautiful 1T nanohibrit Bis-GMA X . %68 %383
multifunctional Lot 101472
TEGDMA, UDMA Alumino uoro-
borosilicate glass
Bis-EMA, Silikon dioksit Kerr
TEGDMA cam oksit, , corporation,
. ytterbium orange, ca, usa
Sonic fill-2 | Bulk fill frifluoride %81.3 unreported Lot 4959170
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Tablo 3.2. Cam iyonomer Siman igerigi ve iretici firmasi.

Uretici Firma

Swvi: Poliakrilik asit, distile su, karboksilik asit

Materyal Tiirii icerik
. . . . GC Dental,
) Restoratif Toz:Floro-alumino-silikat cam , Poliakrilik asit tozr, Pigment Tokyo, Japan
Equia Forte Cam iyonomer Siman Lot 161121A

Tablo 3.3. CAD-CAM Bloklarin igerikleri ve iiretici firmalar1.

Uretici Firma

Rezin (%20)

ve kiimelesmis
zirkonya/silika
dolgu

Materyal Tiirii Icerik Partikiil Doldurucu
boyutu orani
(agirhkea)

Bis-GMA, 20 nm

UDMA, (nanometre)
Bis-EMA, silika dolgu,

Kompozit TEGDMA kiimelesmemis
Lava Ultimate ezin 4-11 nm (3M ESPE, Seefeld, Germany)
B noscrami Seramik (%80) zirkonya dolgu 0, 80 Lot N666578

Lityum disilikatla

Si02, L0, K20,
P205, Zr02,

(Ivoclar Vivadent, Schaan,

Emax IPS Cam seramik guglendirilmis
cam seramik ZnO, diger Liechtenstein)
oksitler, renk Lot V01944
oksitleri

Tablo 3.4. Hidroksiapatit igerigi ve tretici firmasi.

Materyal icerik Uretici Firma

Kalsiyum/fosfat (1.67)
Cayo(PO4)s(OH),

Hidroksiapatit Clarkson Chromatography Products, Williamsport
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3.1.1 Hidroksiapatit 6rneklerin hazirlanmasi

Hazir steril sekilde bulunan 9,7 mm ¢apinda, 1,5 mm kalinligindaki standart
hidroksiapatit O6rnekler satin alinarak biyofilm c¢aligmalarinda herhangi bir cila islemi
uygulanmadan kullanilmistir. (Clarkson Chromatography Products, Williamsport, PA,
USA) (Resim 3.1).

Resim 3.1. Hidroksiapatit

3.1.2 Kompozit rezin érneklerin hazirlanmasi

Kompozit 6rnekler G-ganial (GC) (Resim 3.2), Clearfil majesity ES 2 (Kuraray)
(Resim 3.3), Beautiful IT (Shofu) (Resim 3.4), ZElite all purpose all body (Bisco) (Resim 3.5)
ve Sonic fill 2 (Kerr) (Resim 3.6), 10 mm ¢apinda 2 mm kalinliginda politetrafloroetilen
(teflon) kaliplarda (Resim 3.7) her birinden Al renginde kompozit rezinler 2 mm
kalinliginda yerlestirilip lizerine cam lameller ile basin¢ uygulandiktan sonra 151k aleti (GC
D-Light Duo LED Curing Light , Japan)(Resim 3.8) ile 10 sn polimerize edildi. Daha sonra

orneklerin diger tarafindan ek 10 sn 151k verildi.
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Resim 3.2. G-znial A1 (GC) Resim 3.3. Clearfil majesity ES 2 A1 (Kurarary)

Resim 3.4. Beautiful Il A1 (Shofu) Resim 3.5. £lite all purpose all body A1 (Bisco)

Resim 3.6. Sonic Fill 2 A1 (Kerr)

Resim 3.7. Politetrafloroetilen kalip (teflon)
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Resim 3.8. Isik aleti

24 saat distile suda etiivde (Sanyo,Japan) (Resim 3.9) oda sicakliginda bekletildi.

Resim 3.9. Etiiv

Etlivden cikarillan Ornekler cila makinasi (Buehler, Amerika)(resim 3.10) su
sogutmasi altinda sirast ile 600, 1200, 1600, 2000 gritlik (Silicon carbide grinding paper,
Buehler, Amerika)(resim 3.11) kagit zimparalar ile isleme tabi tutulduktan sonra, 1pm ‘lik
cila pat1 ( Monocrystalline Diamond Suspension, Buehler, Amerika) (resim 3.12) ve kece

(Buehler,Amerika)( resim 3.13) ile cila islemi tamamlandi.
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Resim 3.10. Zimpara cilast Resim 3.11. Zimparalar

Resim 3.12. Cila pat1 Resim 3.13. Kege

3.1.3 Cam Iyonomer 6rneklerin hazirlanmasi

Kapsiil formunda bulunan Cam iyonomer simanlar ( Equia Forte , A2 ) (resim 3.14)
vibrator ile (Silamat S5, Vivadent, Amerika) (resim 3.15) 10 sn karistirildiktan sonra kapsiil
tabancasina ( GC capsule applier, Japan)( resim 3.16) yerlestirilip altina mylar strip konan
10 mm ¢ap 2 mm yliksekliginde politetrafloroetilen ( teflon ) kaliplara yerlestirilip {izerine
yine mylar strip ve cam lameller ile basin¢ uygulandiktan sonra sertlesmesi i¢in 2 dk 30 sn
bekletildi. Sertlesmesi tamamlanan 6rneklere prospektiise uygun olarak cila yapilmayip iki
yliziine de ylizey ortiicli (Equia Forte Coat, Japan) (resim 3.17) uygulandiktan sonra 1s1k aleti
(GC D-Light Duo LED Curing Light , Japan ) ile 20 sn polimerize edildi.
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Resim 3.14. Equia Forte A2 Resim 3.15. Equia Forte Coat

Resim 3.16. Karistirici

Resim 3.17. Kapsiil tabancasi
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3.1.3. CAD /CAM bloklarda orneklerin hazirlanmasi

CAD/CAM bloklarlardan (Emax ve Lava) (Resim 3.18 ve 3.19) 6rnek hazirlamak
i¢in Bloklar Cerec 4 ( sirona, Italya ) CAD/CAM sisteminde (Resim 3.20) 10 mm ¢apinda
silindir haline getirildikten sonra kesit alma cihazinda (Izomet Buehler, Ltd, Lake Bluff, II,

ABD) (Resim 3.21) 2mm kalinliginda kesilerek disk seklinde 6rnekler hazirlandi.

Emax ile hazirlanan 6rnekler iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda sinterleme
makinesinde programat PS10 (Ivoclar Vivadent, Amerika) (Resim 3.22 ve 3.23) sinterize
edildi.

Emax ve Lava ile hazirlanan 6rnekler mekanik cila makinasinda su sogutmasi
altinda sirasi ile 600, 1200, 1600, 2000 grit zimparalar ile cilast yapilarak 1um’lik cila pati

ve kege ile cila islemi sonlandirildi.

Resim 3.18. Emax bloklar
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Resim 3.19. Lava bloklar

Resim 3.20. Cerec 4

Resim 3.21. Kesit alma cihazi
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Resim 3.22. Programat PS10 cihazinda emax orneklerin sinterize edilme 6ncesi ve
sonrasl.

Hazirlanan biitiin 6rnekler temizlenmeleri icin 5 dk ultrasonik su havuzunda
bekletilip kurutuldular. Hazirlanan restoratif materyal 6rnekleri yikanip kurutulduktan sonra

ylizey profilometresi ile (Mahr) 3 ayri1 noktadan ylizey piiriizliiliigiin Ra degerleri 6l¢iildii ve

bu 3 degerin ortalamasi alindi.

Resim 3.23. Yiizey Profilometresi
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Yiizey piriizliliigi olglilen Ornekler, mikrobiyolojik c¢alismada steril olarak
kullanilacagi i¢in, 6nce distile su ile yikandiktan sonra otoklavda 121 derecede 15 dakika

steril edildi.

3.2. Calismada Kullamlan Mikroorganizmalar

Calismada kullanilan bakteriler Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Mikrobiyoloji
biriminden saglanarak caligmalarda kullanilmistir. Bu bakteriler daha o6nce yapilan
calismalardan izole edilerek -86°C “de stoklanmustir. Bu amagla 15 adet bakteri se¢ilmistir.
Bunlardan 4’11 oral laktik asit bakterisi 11° 1 ise oral patojen bakteri olarak 6n ¢aligmalara

alimmustir.

3.3.Tiikiiriikk Hazirlanmasi

Tiikiiriik 6rnegi 2 ay oncesine kadar herhangi bir antibiyotik ve probiyotikli iirlin
kullanmamis olan ve sistemik bir hastaligi olmayan 20-30 yas arasindaki kisilerden
yemekten en az bir saat sonra ve giiniin ayn1 saatinde stimiile edilmemis 5 ml taze tiikiiriik
falkon tlipiinde toplanmustir. Falkon tiipii 4°C 10.000 rpm'de 30 dk santrifiij edilmistir. Daha
sonra 56°C’de 30 dk su banyosunda bekletilmistir. Ust faz siringayla cekilmis ve 0.22’lik

filtreden gecirilerek kullanilmistir.
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3.4 Cahismada Kullanilan Besi Yerleri ve Kimyasallar

MRS AGAR ( Lactobacillus Agar acc. DE MAN, ROGOSA and SHARPE (MRS)
agar (Oxoid)).

Peptone casein 10,0 g/L
Meat ekstrakt 10,0 g/L
Yeast ekstrakt 4,0 g/L
D(+) Glucose 20,0 g/L
K,HPO, 2,0 g/L

Tween 80 1,0 g/L
Di-Ammonium hydrogen citrate 2,0 g/L
Sodium acetate 5,0 g/L
MgS0,4 0,2 g/L.

MnSO4 0,04 g/
Agar-agar 14,0 g/L

68,2 g/L olacak sekilde tartilan toz halindeki besiyeri distile su i¢inde karistirilmig

ve otoklavda 121° C 15 dakika sterilize edilerek ve steril petrilere dokiilmiistiir.

M17 Kati Besi Yeri

Peptone from soymeal 5,0 g/L
Peptone from meat 2,5 g/L
Peptone from casein 2,5 g/L
Yeast ekstrakt 2,5 g/L

Meat Ekstrakt 5,0 g/L
Lactose mono-hydrate 5,0 g/L
Ascorbic acid 0,5 g/L.

Sodium B-glycerophosphate 19,0 g/L
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Magnesium sulfate 0,25 g/L
Agar-agar 12,75 g/L

Agarli besiyeri 55,0 g/L olacak sekilde distile su iginde eritip 121°C 15 dakika

sterilize edilerek kullanilmistir.

Mitis Salivarius Kat1 Besi Yeri
Casein enzymatic hydrolysate, 15.0 g/L
Crystal violet, 0.0008 g/L

Dextrose, 1.0 g/LL

Dipotassium phosphate, 4.0 g/L.

Peptic digest of animal tissue, 5.0 g/L
Sucrose, 50.0 g/L

Trypan blue, 0.075 g/L

Agar, 15.0 g/L.

Agarli besiyeri 90,0g/L olacak sekilde distile su i¢inde 1sitilarak eritilir, otoklavda

121° C 15 dakika sterilize edilir ve steril petri kutularina dokilmustiir.

Brain Heart Infiizyon Sivi Besi Yeri (BHI)

Nutrient Substrate (beyin ekstrakti, kalp ekstrakti ve peptonlar) 27,5 g/L
D(+) Glucose 2,0 g/L

NaCl 5,0 g/L

Na,HPO4 2,5 g/LL

Besiyeri 37,0 g/L olacak sekilde distile su iginde eritilerek tliplere dagitilmis ve
121°C 15 dakika sterilize edilmistir.

Brain Heart Infiizyon Kati Besiyeri (BHI)
Nutrient substrate (beyin ekstrakti, kalp ekstrakti ve peptonlar) 27,5 g/L
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D(+) Glucose 2,0 g/L
NaCl 5,0 g/L
Na,HPO, 2,5 g/L
Agar-agar 15,0 g/L

Besiyeri 52,0 g/L olacak sekilde distile su iginde 1sitilarak eritilir, otoklavda 121°C

15 dakika sterilize edilerek kullanilmigtir.

Kongo Kirmizis1 Agar

Beyin kalp infusiyon buyyon 37g/L
Stikroz 50 g/L,

Kongo kirmizis1 0.8 g/L

Agar 10g/L

Siikroz hari¢ diger maddeler distile su iginde 1sitilarak eritilerek otoklavda 121°C
15 dakika sterilize edildikten sonra siikroz filtreden gecirilerek besiyerine ilave edilerek

karistirildiktan sonra kullanilmistir.

Kanh Kat1 Besi Yeri

Nutrient substrate kalp ekstrakti ve peptonlar) 20,0 g/L;
NaCl 5,0 g/L;

Agar-agar 15,0 g/L

Igeren hazir steril petri kutular1 igindeki agar kullanilmustir.

Kristal Viyole Soliisyonu
Kristal viyole 2 gr

Etil alkol 20 gr
Amonyum okzalat 0.8 gr

Distile su 80 ml
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Maddeler distile su i¢inde ¢oziilerek kullanilmistir.

Cacodylate tampon

0.2 M cacodylate tamponu hazirlamak i¢in 2,143 gram sodyum cacodylate tartilmig
ve 50 ml’de ¢6ziilmiistiir. 0.1M hazirlamak i¢in ise hazirlanan 0,2 M cacodylate tamponu
yar1 yariya sulandirilarak 0.1M cacodylate buffer hazirlanmistir. Bunun i¢in 25 ml 0.2 M
cacodylate buffer’dan alinip 25 ml distile su ilave edilmistir.

%2.5’luk glutaraldehide 0,1 M cacodylate buffer icinde hazirlanmistir.

%1’lik osmium tetroksit 0.1 M cacodylate buffer i¢inde hazirlanmistir. 0.1 gr

Os0O4 tizerine 10 ml cacodylate buffer eklenmistir.

Cacodylate tamponunun pH araligr 6.4-7.4 aralifinda ve ayni1 zamanda son

konsantrasyon 0.1 M olmas1 gerekmektedir.

Alkol serisinin hazirlanmasi

Alkol Serileri i¢in %30, 50, 70,90 ve 100°liik alkol hazirlanmistir ve Tablo 3.5 de

verilmistir. Her bir seri i¢in 50 ml hazirlanmistir.

Tablo 3.5. Alkol serilerin i¢in gerekli alkol ve distile su miktarlar

Alkol serileri %100 alkol Distile su
%30’1uk igin 15 ml 35 ml
%50’1ik i¢in 25 ml 25 ml

% 70’lik igin 35 ml 15 ml

% 90’11k i¢in 45 ml 5ml

% 100’liik i¢in SO0ml

Kullanilan diger kimyasallar ve besi ortamlari

Glukoz (Merck), NaCl (Merck, Almanya), HCI (Merck), NaOH (Merck), glasiyal

asetik asit (Merck), kristal viyole (Merck), lugol (Merck), etil alkol (Merck), bazik fuksin
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(Merck), kanli agar, oksidaz kitleri (Merck), API CHL 50 ve API Strep 20 kitleri
(BioMerieux), katalaz (Sigma) kullanilmistir.

3.5. Secilen izolatlarin Morfolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerine Gore

Tanimlanmasi

Stok kiiltiirden alinan bakteriler MRS broth, M17 broth ve Brain heart infiizyon
broth icine ekim yapilmis ve 24-48saat % 10 CO, iceren anaerobik kosullarda inkiibe
edilmistir. Daha sonra buradan MRS agar, M17 agar, Mitis salivarus agar ve kanli agara
ekim yapilarak safliklar1 kontrol edilmistir. Aktiflestirilen kiiltiirler uygun besiyerlerine
ekilerek koloni morfolojileri kontrol edilerek Gram boyama yapilmistir. Daha sonra
kiiltiirlerin 6zelliklerini belirlemek amaci ile oksidaz ve katalaz testleri yapilmistir. Kanli
agara ekilerek hemoliz 6zellikleri gézlenmistir. Karbonhidrat fermantasyon testi, Laktik asit
bakterileri icin Api CHL 50 ile streptokoklar i¢in ise Api 20 ile iiretici firmanin talimatlari
dogrultusunda yapilmistir. Calisma i¢in segilen suslarin tanimlamasi16S rRNA dizi analizi

ile yapilmistir.

3.5.1. Gram boyama

Preparatlar 18 — 24 saatlik taze kiiltiirlerden hazirlanmistir. Temiz bir lam {izerine
1 damla distile su konmus ve 6ze ile alinan bakteri kiiltiirii distile su icerisinde dagitilip, lam
iizerine yayilarak havada kurutulmustur. Preparat 3 — 4 kez atesten gegirilerek bakteriler
tespit edilmistir. Hazirlanan preparat iizerine kristal viyole damlatilip 1 dakika bekletilmis
ve daha sonra lam distile suyla yikanip, lizerine lugol damlatilarak 1 dakika bekletilmis ve
lugol dokiilerek lam suyla yikanmigtir. Daha sonra lam 10-15 saniye % 95 ‘lik alkol ile
muamele edildikten sonra tekrar suyla yikanip iizerine bazik fuksin boyas1 damlatilmis ve
30 saniye bekletilmistir. Siire sonunda preparat suyla yikanip, kurutma kagidiyla kurutularak
mikroskopta incelenmistir. Gram pozitif kontrol 6rnegi olarak Staphylococcus aureus, Gram
negatif Ornegi olarak da Escherichia coli bakterisi kullanilmistir. Preparatlar 151k
mikroskobunda (Leica DMS500) immersiyon yagi kullanilarak 100’liik objektifte
incelenmistir. Mikroskopta mor renge boyanan bakteriler Gram pozitif, pembe renge

boyanan bakteriler ise Gram negatif olarak degerlendirilmistir (179).
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3.5.2. Katalaz testi

Katalaz testi, hidrojen peroksitin katalaz enzimi yardimiyla su ve oksijene ayrilmasi
temeline dayanan bir testtir. Bu amacgla MRS agar, M17 agar ve mitis salivarus agarda
gelistirilmis kiiltiir 6rnegi lam ylizeyine almip tizerine % 3’liik hidrojen peroksit (H,O,)
damlatilmistir. Staphylococcus aureus test sirasinda pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
Gaz ¢ikisinin oldugu kiiltiirler katalaz pozitif, gaz ¢ikisinin olmadig: kiiltiirler ise katalaz

negatif olarak degerlendirilmistir (180).

3.5.3. Oksidaz testi

Oksidaz testi, i¢in oksidaz kitleri (Merck) kullanilmistir. Kit protokoliine gore,
bakteri kiiltlirleri, MRS, M17 agarda ve mitis salivarus agarda gelistirildikten sonra steril
kiirdan yardimiyla alinan bakteri 6rnegi oksidaz striplerinin {lizerine yayilmis ve 20 — 60
saniye beklenmistir. Siire sonunda Mavi — mor rengin gozlenmesi oksidaz pozitif, rengin
degismemesi oksidaz negatif olarak yorumlanmistir. Staphylococcus aureus test sirasinda

pozitif kontrol olarak kullanilmigtir.

3.5.4.Hemolitik aktivite tayini

Test mikroorganizmalarmin hemolitik aktivite varliginin belirlenmesi amaciyla,
aktiflestirilen kiiltiirler kanli agara ekilmis ve %5 CO, ortaminda 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi, koloni ¢evresinde 15181 gegiren seffaf zon
varlig1 beta hemolitik, koyu yesil lireme varlig1 alfa hemolitik, zon olugsmamasi ise non -

hemolitik olarak degerlendirilmistir (181).

3.5.5. Test Izolatlarmmn API CHL 50 ve API Strep 20 ile karbonhidratlar:

kullanma durumlarinin belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin API CHL 50 ile Streptokoklarin ise API 20 Strep
(bioMerieux) test kitleri ile baz1 biyokimyasal 6zellikleri yonetici talimatlar1 dogrultusunda
belirlenmistir. Bu amagla, MRS agar da, %5 CO, ortaminda 37°C’de 48 saat inkiibasyona

birakilan kiiltiirlerden, ekiivyon yardimiyla 2 ml’lik API slispansiyon ortamina aktarilmistir.
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2 ml’lik API siispansiyon ortaminda maksimum yogunluk elde edildikten sonra ortam
stvisindan 5 ml’lik API siispansiyon ortamina aktarilmis ve bu ortamda BioMerieux Mc.
Farland 2 yogunlugunu saglayan sivi miktar1 tespit edilmistir. Daha sonra 2 ml’lik API
siispansiyon ortamindan BioMerieux Mc.Farland 2 yogunlugunu saglayan sivi miktarinin
iki katt alinmis ve 10 ml API CHL50 ortamina aktarilarak karistirilmistir. Elde edilen
stispansiyon vortekslendikten sonra, kuyucuklara aktarilarak tizeri mineral yag ile kaplanip,
37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun 24. ve 48. saatlerinde kuyucuklarda
meydana gelen renk degisimleri kaydedilmistir. Koyu mavi renkte olan kuyucuklarin sari
renge donmesi pozitif, degismeden kalmasi negatif olarak degerlendirilmistir. Izolatlarn
renk degisim sonuglar1 kaydedildikten sonra, yonetici firma tarafindan optimize edilmis veri
tabaninda tiirleri belirlenmistir. API CHL 50 testinde bulunanlar sunlardir: gliserol, eritritol,
D-arabinoz, L-arabinoz, riboz, D-ksiloz, L-ksiloz, adonitol, inositol, galaktoz, glukoz,
fruktoz, mannoz, sorboz, rhamnoz, dulsitol , salisin, sellobioz, maltoz, laktoz, melibioz,
sukroz, trehaloz, inulin, melezitose, rafinoz, nisasta, glikojen, ksilitol, gentiobiose, D-
turanoz, D- lyxose, D-tagatoz, eskulin, a-metil-D-mannosid, a-metil-Dglukozid, N-asetil-
glukozamin, amigidalin, arbutin, D-arabitol, L-arabitol, glukonat, 2-keto-glukonat, 5-keto
glukonat, mannitol, sorbitol, D- fukoz, L-fukoz, b-metil- D-ksilosid.

API 20 Strep kitlerinde ise Mc.Farland 4 yogunluguna gdre bakteri sayisi
ayarlanarak kuyucuklara aktarilmis ve karbonhidratlar1 igeren kuyucuklarin iizeri mineral
yag ile kaplandiktan sonra 37°C de 4 saat inkiibe edildikten sonra enzim testleri gerekli
reaktifler damlatilarak degerlendirilmistir. Karbonhidratlar ise 24 saat inkiibasyondan sonra
degerlendirilmistir. API 20 Strep testinde bulunanlar sunlardir: sodyum pruvat, hippurik
asit, esculin, piroglutamikasitbetanastilamid, o-galaktosidaz, a-galaktosidaz, alkalin
fosfataz, losin amino peptidaz, arjinin dihidrolaz, D-riboz, L-arabinoz, Dmannitol,D-
sorbitol, D-laktoz, L-arabinoz, D-mannitol, D-sorbitol, D-laktoz, Dtrehaloz, inulin, D-

rafinoz, nisasta, glikojen.

3.6. Secilen izolatlarmmmn 16S rRNA dizi analizi ile genotipik

karakterizasyonlarinin belirlenmesi

Secilen izolatlarinin tanimlanmasi amaciyla 16s rRNA dizi analizi yapilmigstir.
Izolatlarin genomik DNA’s1 GeneJET genomik DNA saflastirma kiti (ThermoFischer
Scientific) kullanilarak saflagtirilmistir. Bu amagla asagida yer alan kit protokolii

kullanilmistir.
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- 24 saatlik taze kiiltiir 5000 x g’de 10 dakika santrifiij edilerek silipernatant
atilmagtir.

- Pelet 180 pL liziz tamponunda (20 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, %]1,2 Triton
X-100, 20 mg/mL lizozim, pH: 8.0) restispanse edildikten sonra 37°C’de 30 dakika inkiibe
edilmistir.

- 200 pL liziz soliisyonu ve 20 pL Proteinaz K eklenmis ve vortekslenmistir.
Homojen bir siispansiyon elde edildikten sonra 56°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.

- 20 uL RNase A soliisyonu eklenmis, vortekslenerek karigtirildiktan sonra 10
dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

- 400 pL %50 etanol eklenmis ve vortekslenmistir.

- Lizat kolona transfer edilmis ve 6000 x g’de 1 dakika santriflij edilmistir.
Koleksiyon tiipiindeki sivi uzaklagtirilmstir.

- 500 pL yikama soliisyonu I eklenmis ve 8000 x g’de 1 dakika santrifiij
edilmistir. Koleksiyon tiipiindeki sivi uzaklagtirilmigtir.

- 500 pL yikama soliisyonu II eklenmis ve 3 dakika 12000 x g’de santrifiij
edilmistir.

- 50 pL eliisyon tamponu kolonun merkezine eklenmis, 2 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

- Elde edilen DNA -20°C’de saklanmistir (www.thermoscientific.com/onebio).

Elde edilen genomik DNA, kalip DNA olarak kullanilarak 16S rRNA gen bolgesi
icin PCR kurulmugtur. Bu amagla 27F 5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3' ve 1492R 5'-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3" evrensel primerleri kullanilmistir. Reaksiyon
bilesenleri olarak, 10X TaqBuffer (+KCIl-MgCl), 2,5 uL; 25 mM MgCl,, 2,5 uL; 2,5 mM
dNTP mix, 2,5 uL; 2,5 mM 27F primer, 2,5 uL; 2,5 mM 1492R primer 2,5 ulL; Taq
polimeraz (5 u/uL), 0,25 uL; niikleaz icermeyen distile su, 11,75 uL; kalip DNA, 1uL
kullanilmigtir. PCR isleminde, 6n denatiirasyon basamagi 94°C’de 3 dak.; denatiirasyon
basamagi 94°C’de 30 sn., baglanma basamagi 55°C’de 1 dak., uzama basamagi 72°C’de 2
dak., 35 dongii; son uzama basamag: ise 72°C’de 5 dak. olarak yapilmistir (182). izolatlarin
dizi analizleri, BM Laboratuvar Malzemeleri Sanayi ve Ticaret Limited Sirketi tarafindan
yapilmistir. Elde edilen dizi bilgisi BioEdit, dizi hizalama editorii ile diizenlenmis ve
birlestirilmistir. Dizi analizi sonucunda elde edilen veriler NCBI (National Center for
Biotechnology Information) kullanilarak veri bankasindaki dizilerle karsilagtirilarak tiir

seviyesinde molekiiler tanilar1 saptanmaistir.
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3.7. Izolatlarin Biyofilm Olusturma Ozelliklerinin Belirlenmesi

Izolatlarin biyofilm iiretimi, mikrotitrasyon plaka yontemi (183, 184 ) ve kongo

kirmizili agar (CRA) (185) yontemi ile belirlenmistir.

3.7.1. Kongo Kirmizih Ortamda Biyofilm Olusumunun Belirlenmesi

Izolatlarm biyofilm olusturup olusturmadigi % 1 sukroz igeren Kongo kirmizisi
agarda yapilmistir. CRA plaklarina ekim yapilarak 37°C de 18-24 saat siire ile % 10 CO,
iceren anaerobik kosullarda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda gelisen kiiltiirlerin
morfolojik goriiniimleri incelenmistir (Resim 3.24). izolatlardan siyah renkli koloniler

pozitif, renk degistirmemis olan sar1 renkli koloniler negatif olarak belirlenmistir (185).

Resim 3. 24. CRA plaklarina ekim ve goriintii.

3.7.2. Mikrotitre Plaka Yontemi ile Test Mikroorganizmalarimin Biyofilm

Olusumunun Belirlenmesi

Izolatlarin biyofilm olusumu mikrotitre plaka ydntemi kullanilarak belirlenmistir.
Test bakterileri BHI siv1 besiyerine ekilerek 24 saat siire ile % 10 CO, iceren anaerobik
kosullarda inkiibe edilmistir. 96 kuyucuklu ELISA petrisine ayr1 ayr1 %2 glikoz, laktoz,
friikktoz, galaktoz, rafinoz, maltoz ve siikroz iceren BHI sivi besiyerinden 195ul olacak
sekilde dagitilmistir. Her bir kuyucuga taze kiiltiirden 5 pl bakteri (10° kob/mL olan

kiiltiirden) ekimi yapilmistir. Negatif kontrol kuyucuklarina sadece besiyeri konulmustur.
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Ornekler 37°C de %10 CO, igeren ortamda 48 saat siire ile inkiibasyona tabi tutulmustur.
Inkiibasyon siiresinin sonunda 6rnekler spektrofotometre (Shimadzu, UV-2101PC)
yardimiyla 470nm dalga boyunda okunmustur (Resim 3.25 ). Okumadan sonra plaka
icerisindeki besi ortami bosaltilmis ve plaka iki kez steril fosfat tamponlu su (PBS) ile
yikanmistir. Plaka iizerine %95lik metanolden 200ul aktarilarak 15 dakika bekletilmistir.
Daha sonra plakadaki metanol bosaltilarak plaka 15 dakika siire ile hava ortaminda
kurumaya birakilmistir. Kuyucuklar kuruduktan sonra tizerine 200ul %2’lik kristal viyole
boya c¢ozeltisi ilave edilmis ve 5 dakika bekletilmis, sonra plaka icerisindeki boya
bosaltilarak iki kez PBS ile yikanmistir. Sonra her kuyucuga 160ul % 33'lik (v/v) glasiyel
asetik asit ilave edilerek biyofilmin plakadan kaldirilmasi saglanmis ve Ornekler
spektrofotometre 570nm dalga boyunda okunmustur ( 183, 184) (Resim 3.26). Deneyler 8
tekrarl olarak yapilmistir.

Resim 3.25. Spektrofotometre (Shimadzu, UV-2101PC)

Resim 3.26. 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plakalar1 biyofilm

olusumlarinin belirlenmesi
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3.8. Secilen izolatlarinin antibiyotik duyarhliklarinin belirlenmesi

Test bakterilerinin antibiyotiklere kars1 duyarliliklart Kirby - Bauer Disk Diflizyon
Y ontemi ile belirlenmistir. Tetrasiklin (TE 30 pg), imipenem (IPM 10 pg), kanamisin (K 30
ng), vankomisin (VA 30 pg), ampisilin (AM 10 pg), eritromisin (E 15 pg), gentamisin (CN
10pg) , klindamisin (DA 2 pg), metronidazol (MET 5 pg), okzasilin (OX 1 pg), linezolit
(LNZ 30 pg ), streptomisin (S 10 pg), sefolatin (KF 30 pg ).kloramfenikol (C 30
pg)amikasin (AK 30 pg), penicilin G( P 10U) ve netilmisin (NET 30 pg) olmak iizere toplam
18 antibiyotik test edilmistir ( 186 ).

Laktik asit bakterileri MRS agarda, diger bakteriler kanli agarda 24-48 saat
gelistirilerek %0,85’lik fizyolojik tuzlu su igerisinde Mc Farland 0,5 (10° kob/mL)
bulaniklifina ayarlanmigtir. Hazirlanan siispansiyondan Mueller Hinton agarli besiyeri
tizerine ekiivyonla tiim yiizeye ekim yapilmistir. Ekim yapilan petriler 15 dakika kurumasi
amaciyla bekletilmistir. Daha sonra aseptik kosullarda antibiyotik diskleri agar iizerine petri
kenarindan 1,5 cm ve her bir disk arasinda 2 cm bosluk olacak sekilde yerlestirilmistir.
Disklerin yerlestirilmesi sonrasinda petriler 15 dakika bekletildikten sonra, 6rnekler 37°C de
%10 CO, igeren ortamda 24- 48 saat siire ile inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon
sonrasinda, disklerin g¢evresinde olusan zon caplar1 cetvelle Olgililerek kaydedilmis ve

sonuglar degerlendirilmistir. Deney, ¢ift paralel olarak yapilmistir (187).

3.9. Antibakteriyal aktivite tayini

LAB antimikrobiyal aktivitesi sandvi¢ overlayer ve agar difiizyon yontemi ile

belirlenmistir.

Sandvig overlayer yontemde, MRS broth igerisinde %5 CO; igeren ortamda 37°C
de 48saat gelistirilen LAB Kkiiltiirlerinden 10 pl alinarak daha 6nceden hazirlanmis ve yiizeyi
kurumus olan MRS agar petrilerine damlatilmigtir. Damlatma islemi tamamlanan petriler 48
saat siireyle, 37 °C’ de, %5 CO, iceren ortamda inkiibe edilmistir. Gelisen kiiltiirler {izerine

test mikroorganizmalar1 eklenmistir.

Patojen test mikroorganizmalarinin ilavesi i¢in; her bir mikroorganizma i¢in, %7
oraninda agar igeren Beyin-Kalp inflizyon yumusak agar tiipleri hazirlanmistir. BHI

icerisinde gecelik kiiltiirleri hazirlanan test mikroorganizmalarinin yogunlugu Mc Farland
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No: 0,5 (10*kob/ml) bulanikligina gére ayarlandiktan sonra kiiltiirden %1 oraninda almarak
45 °C’ ye kadar sogutulmus olan BHI yumusak agar igerisine inokiilasyon yapilmis ve besi
yeri iyice karistirildiktan sonra MRS agar petrilerinin yiizeyi bakteriyi iceren yumusak agar
(yaklasik olarak 5—6 ml yumusak agar ilavesi) ile kaplanmistir. Petriler %5 CO; iceren
ortamda 37°C de 48saat siireyle inkiibasyona tabi tutulduktan sonra, sonuglar; laktik asit
bakterileri etrafinda olusan zonlarin ¢aplari dlgiilerek degerlendirilmistir. Calisma her izolat
icin ¢ift paralel olarak gerceklestirilmistir (188).

Agar difiizyon yonteminde ise LAB’leri MRS ve M17 broth ortaminda 48 saat
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonrast MRS ve M17 broth ortamima %1°lik ekimleri
yapilip tekrar inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasinda LAB’leri 5000 rpm.’de 30
dakika santrifiij edilmistir. Santriflij sonrasi siipernatant kisimlarinin pH’ s1 5,5 = 0,2 ’ye
ayarlanarak 0.22pm’lik membran filtrelerden gegirilmistir. Patojen bakteri izolatlari ise BHI
stvi besiyerinde aktiflestirilmistir. Aktif kiiltiirlerin, %0,85’lik fizyolojik tuzlu suda 0,5
McFarland bulanikligina goére ayarlamalart yapilmistir. Bulanikli§i ayarlanan patojen
kiiltiirden 0,5 mL kiiltiir 6rnegi alimip, 20 mL Mueller Hinton agar iceren sicak su
banyosunda bekletilen agar i¢ine eklenip, iyice karistirilip, dokme plak yontemiyle petrilere
dokiilmiis ve agarin donmasi beklenmistir. Donan petrilerin yiizeyine steril mantar deliciyle
kuyucuklar acgilmistir. Agilan her kuyucuga LAB siipernatantindan 100 pL eklenmis ve
aerob ortamda 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Testin sonucu, filtratlarin etrafinda olusan
zonlarin c¢aplart Olgiilerek degerlendirilmistir (189, 190). Deney c¢ift paralel olarak
yapilmustir.

3.10. Restoratif Materyallerde S. mutans ‘m Biyofilm Olusturmas: ve

L.rhamnosus’ un Biyofilm Olusumu Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

S. mutans BHI ve L.rhamnosus MRS besiyerine ekilerek %10 CO;iceren ortamda
37°C de 48 saat siire ile inkiibe edildikten sonra S. mutans kanli agara ve Mitis salivarus
agara L. rhamnosus MRS agara ekilerek saflik kontrolii yapildiktan sonra deneylerde

kullanilmistir.

Saf kiiltiirlerden S.mutans 1 BHI ve L.rhamnosus 12 MRS sivi1 besiyerine ekilerek
37°C de %10 CO, iceren ortamda 24 saat siire ile inkiibe edilerek taze Kkiiltiirler

hazirlanmstir.
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Restoratif materyallerden hazirlanan diskler her bir materyal ayr1 falkon tiip i¢inde
hazirlanan tiikiiriik i¢ine yerlestirilerek (Resim 3.27 ) 30 dak siire ile gevrilerek 37 °C’ de
bekletildikten sonra fizyolojik tuzlu su (FTS) ile yikanarak 24’ liikk polistren plaklarda her
goze bir disk olacak sekilde yerlestirilmistir (Resim 3.28, 3.29, 3.30). Her disk iizerine
S.mutans 1 kiiltiirtinden 10° kob/ml olacak sekilde inokule edilmistir. Bakterilerin tutunmasi
saglamak i¢in 20 dak. 37 °C de tutulmus ve siire sonunda her kuyucuga % 1 siikroz igeren
BHI besiyerinden 1ml ilave edilmistir. L. rhamnosus 12 igerecek kuyucuklara ise % 1 siikroz
MRS besiyerinden 1 ml ilave edilerek L.rhamnosus 12 kiiltiirinden 10° kob/ml olacak
sekilde inokule edilmistir.  S. mutans 1 ve L.rhamnosus 12 igeren kuyucuklarda ise
S.mutans 1 igeren diskler iizerine 0,5ml % 1 siikroz igeren BHI besiyerinden ilave edilmistir.
Bir grup tizerine 0,5 ml % 1 sukroz igeren MRS besiyeri ilave edilmistir. Bu kuyucuklara
her kuyucukta 10® kob/ml olacak sekilde L.rhamnosus 12 inokule edilmistir (Resim 3.31).
Diger grup iizerine ise filtre yerlestirilerek 0,5 ml MRS besiyeri ilave edilmistir (Resim 3.32,
3.33). Bu kuyucuklara her kuyucukta 10® kob/ml olacak sekilde L. rhamnosus 12 inokiile
edilmistir. Bitiin plaklar %5 CO; igeren ortamda 37°C de 48 saat siire ile inkiibe edilmistir.

Calisma 3 paralel olarak kurulmustur.

Resim 3.27. Hazirlanan disklerin steril tiikiiriik i¢ine yerlestirilmesi
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Resim 3.28. Restoratif materyallerden hazirlanan

diskler tiikiiriik i¢inden ¢ikarildiktan sonra

Resim 3.29. Disklerin yikanmasi

Resim3.30 .Disklerin ¢ok kuyucuklu polistren plakalara

yerlestirilmesi.
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Resim 3.31. S. mutans 1 ve L. rhamnosus 12 igeren disklerin ve besiyerlerinin

dagilist

Filtre Uygulamasi
S. mutans +L. rhamnosus

= =

S— ot Ll .Y
N Sedha

\'; o "IN

Resim 3.32. S.mutans 1 ve L.rhamnosus 12 birlikte igeren disklerin ve
besiyerlerinin dagilisi
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Resim 3.33. Filtre yerlestirilmis ve filtre olmayan kuyucuklarin

yukaridan goriiniisii

3.10.1 Restoratif Materyallerde Biyofilm Olusturan Canli Bakteri Sayisinin

Belirlenmesi

Biyofilm i¢in hazirlanan ve 48 saat inkiibe edilen kuyucuklardaki diskler fosfat
tamponlu su (PBS) ile 3’er kez yikanmis ve her disk i¢inde steril 1 ml fizyolojik tuzlu su
(FTS) bulunan cam tiipe konulmustur. (Resim 3.34)

Resim 3.34. Disk orneklerinin PBS ile 3 kez yikandiktan sonra tiiplere

alinmasi.

Tiipler 4 dk ultrasonik banyoda tutulmustur. FTS kullanilarak seri diliisyonlar

hazirlanmistir.
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Her dillisyondan S. mutans 1 i¢in basitrasin mitis salivarus agara L.rhamnosus 12
icin MRS agara damlatma plak yontemi ile ekim yapilarak 37°Cde %10 CO; igeren ortamda

24-48 saat inkiibe edilmis ve olusan koloniler sayilmistir (Resim 3.35)).

Resim 3.35. Ependorflarda seri diliisyonun hazirlanmasi ve damla

ekim iglemi.

3.10.2 Biyofilm Olusumunun Spektrofotometre ile Degerlendirilmesi

Biyofilm i¢in hazirlanan ve 48 saat inkiibe edilen kuyucuklardaki diskler FTS’yle
yikanip cam tiiplere alinmis iizerlerine 1 ml %90 metanol konularak 15 dk bekletilmistir.
Metanol dokiiliip kurutulduktan sonra 1 ml 9%2’lik kristal viyole eklenip ve 5 dk
bekletilmistir.

Petri igindeki disk yikanarak bagka bir kuyucuga alinmis ve kurumasi saglanmustir.
Uzerlerine 1 ml  %33’liik (v/v) glassiyel asetik asit konulmustur ve karistirilarak ve
iclerinden 200 mikrolitre alinarak 96 kuyucuklu plakalara aktarilmistir (Resim 3.36). 3
paralel calisilip ve 6rnekler spektrofotometre (Shimadzu, UV-2101PC) yardimi ile 570 nm
dalga boyunda okuma yapilmistir (184).

Ayrica kuyucuklardaki son pH, pH metre ile 6l¢iilmiistiir.
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Resim 3.36. Disklerden kristal viyole ile boyanan biyofilmin
kaldirilmasi ve ¢ok kuyucuklu plaklara yerlestirilmesi
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3.10.3. SEM icin Orneklerin Hazirlanmasi ve Goriintii Ahnmasi

Ornekler 0.1 M cacodylate tampon ile yikandiktan sonra %2.5’lik glutaraldehit ile
oda sicakliginda 1-1.5 saat fikse edilmistir. Fiksasyon isleminden sonra 6rnekler cacodylate
tampon ile tekrar yikanmistir. %1°lik OsO4 ile 1 saat post-fiksasyon yapilmistir. Cacodylate
tampon ile 2-3 kez tekrar yitkanmigtir. Alkol serileri ile dehidrasyon islemi yapilmistir ve iki

kez tekrarlanmistir.

Tablo 3.6. Tez caligmasinda alkol serilerinin dehidratasyon isleminde kullanim oranlar1 ve

stireleri.
Alkol orant Uygulama siiresi
%30 15 dakika
%50 15 dakika
%70 15 dakika
%90 15 dakika
%100 15 dakika

Alkol serilerinden sonra hemen Critical Point Dryer’da kurutma islemi yapilmaistir.
Daha sonra 6rnekler 40 mA’de 1 dakika altin ile kaplanmis ve SEM’de incelenmistir (Tablo
3.6).

3.11.istatistik Analizleri

Farkli restoratif materyallerde S. mutans 1n biyofilm olusumu ve L.rhamnosus’un
biyofilm olusumu iizerine etkisi ANOVA varyans analiz teknigi ile yapilmistir (P< 0,05).

Restoratif materyaller arasindaki farklilik ise Turkey testi ile belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Dort oral laktik asit bakterisi 11 oral patojen bakteri ¢alismaya alinmistir. Stoktan
cikarilan bakterilerin Oncelikle tanimlanmasi yapilarak saf kiiltiir oldugu belirlenmistir.
Ciinkii bakteriler ¢ok kolaylikla kontamine olabilirler. Kontamine kiiltiirlerle ¢aligmakta
caligma sonuglarinin hatali olmasina neden olmaktadir. Daha dnce biyokimyasal olarak
tanimlanan kiiltiirlerin molekiiler tanimlamas1 yapilarak tam olarak hangi bakteriler ile
calisildigi ortaya konmustur. Daha sonraki basamakta ise kiiltiirlerin biyofilm olusturma
durumlar belirlenmistir. Ciinkii bakterilerin biyofilm olusturma 6zellikleri susa gore biiyiik
Olciide degismektedir. Patojen bakteriler icinde en yiiksek biyofilm olusturan bakterinin
secimi ile bu bakterinin biyofilm olusturmas: iizerine etkin olan LAB diger patojenler
iizerine de etkin olabilecektir.

Gidalar ile farkli sekerler alinmaktadir. Alinan bu sekerler farkli oranlarda biyofilm
olusumuna neden olmaktadir. Yiiksek oranda biyofilm olusturan seker belirlenerek
calisgmanin devam eden kisimlarinda ortamda hangi sekerin kullanilacagi belirlenmeye
calisilmistir.

Biyofilm olusturan bakteriler genellikle ¢coklu antibiyotik direncliligine sahiptir.
Bunu belirlemek i¢in de antibiyotik duyarlilik ¢alismalar1 yapilmistir. Boylece ¢alismalarda
kullanilacak bakterilerin 6zellikleri belirlenmistir.

Oral patojen bakteriler iizerine en etkili laktik asit bakteriyi belirlemek icin ise
LAB’ nin antibakteriyal aktivitesi belirlenmistir.

Boylece ¢aligmamizda kullanilacak patojen bakteri ve biyofilm olusumunu
engelleyen en etkili laktik asit bakterisi belirlenmistir.

Bu ¢alismalar sonucunda en yiiksek biyofilm olusturan patojen bakteri secilerek, bu
bakterinin en yiiksek biyofilm olusturdugu seker belirlenmistir. Secilen oral patojen iizerine

etkili olan LAB’de belirlenerek ¢alismalara devam edilmistir.

4.1. Test bakterilerinin tanimlanmasi

Test mikroorganizmasi olarak secilen bakterilerin hepsinin Gram pozitif oldugu

goriilmiistiir. Bu bakterilerden 11 izolatin kok, 4 izolatin ise basil seklinde oldugu
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belirlenmistir. Katalaz testi sonucu kiiltiirlerin hepsinin katalaz negatif 6zellik gosterdigi

saptanmistir ( Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Test bakterilerinin bazi 6zellikleri

izolat Bakteri Gram Hiicre sekli  Katalaz  Oksidaz Hemoliz
no

1 S.mutans + Kok - - +

2 S.mutans + Kok - - +

3 S. constellatus + Kok - - + beta hemoliz
4 S.anginosus + Kok - - + beta hemoliz
5 S.anginosus + Kok - - + beta hemoliz
6 E.faecium + Kok - - -

7 S. sanguinis + Kok - - +
8 S. mutans + Kok - - +

9 S. mutans + Kok - - +

10 E. faecium + Kok - - -

11 S.salivarius + Kok - - -

12 L.rhamnosus + Basil - - -

13 L. rhamnosus + Basil - - -

14 L.rhamnosus + Basil - - -

15 L.rhamnosus + Basil - - -

Api testlerine (Resim 4.1) gore test izolatlarindan 4’1 S.mutans, 3’
S.anginosus, 1’1 S.salivarius, 1’1 S.sanguinis ve 2’si E.faecium olarak

belirlenmistir. 4’1 ise L. rhamnosus olarak bulunmustur (Resim 4.2 )

Resim 4.1. Api Strep 20 kiti ile biyokimyasal testlerin uygulanmasi
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Resim 4.2. API CHL 50 paneli ile biyokimyasal

testlerin uygulanmasi

16S rRNA dizi analizine gore ise test izolatlarindan 4’1 S.mutans, 2’si S.anginosus,
1 1 S.salivarius, 1’1 S.sanguinis, 1’1 S. constellatus, ve 2’ si E. faecium olarak belirlenmistir.

4 i ise L.rhamnosus olarak tanimlanmistir (Tablo 4.2 ).

Tablo 4.2. Test bakterilerinin 16S rRNA dizi analizi ile genotipik karakterizasyon sonuglari

zolat Uzunluk } Genbank
Tanimlama Benzerlik

no (bp) Numarasi
1  S.mutans 12706 99% CP013237.1
2 S.mutans 2579 99% KP975207.1
3 S constellatus 2601 99% AY277939.1
4  S.anginosus 10871 99% CP012805.1
5  S.anginosus 2538 99% AF145244.1
6  E.faecium 2597 99% KR054671.1
7 S. sanguinis 2590 99% LC145554.1
8 S. mutans 2590 99% KP975201.1
9 S mutans 2606 99% KP975202.1
10 E. faecium 2542 99% KU239982.1
11 S.salivarius 20732 99% CP014144.1
12 L.rhamnosus 2601 99% KM513646.1
13 L. rhamnosus 7779 86% LT220504.1
14 L.rhamnosus 2582 99% KM513646.1
15 L.rhamnosus 2573 99% KM513646.1
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4.2.izolatlarin Biyofilm Olusturma Ozelliklerinin Belirlenmesi

Izolatlarin biyofilm olusturup olusturmadigi % 1 siikroz igeren Kongo kirmizisi
agarda yapilmistir. Koyu siyah renkli koloni olusumu ytiiksek biyofilme isaret ederken agik
renkli koloni zayif biyofilm olusumuna isaret etmektedir. L.rhamnosus izolatlarinin hepsi

koyu siyah renkli koloniler olugturmustur (Resim 4.3 ve 4.4)

o
B

a. LAB b. E. faecium

Resim 4.3. CRA plaklarinda biyofilm olusumu.

Resim 4.4. CRA plaklarinda Streptokok suslarinda biyofilm olusumu.

Biyofilm olusturma durumlar1 Tablo 4.3'de verilmistir. S. mutans 9 CRA
plaklarinda biyofilm olusturmazken diger S. mutans suslar1 yiiksek biyofilm olusturmustur.
S.anginosus 4 ve S.sanguinis 7 zayif biyofilm olusturmustur. S.constellatus 3 biyofilm

olusturmamastir.

Mikrotitrasyon yontemi ile laktik asit bakterilerinin biyofilm olusumu Sekil 4.1".de
verilmistir. Mikrotitrasyon plaginda yiiksek biyofilm olusturan suslar koyu mavi bir renk
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alirken zayif biyofilm olusturan izolatlarda acik renk goriilmektedir (Resim 4.5). Sekil
4.1'de goriildiigii gibi farkli karbon kaynaklarinda L.rhamnosus suslarmin olusturdugu
biyofilm miktarlar1 suslara gére degismistir. L.rhamnosus 12 siikroz harig biitiin sekerlerde
yliksek biyofilm olustururken L.rhamnosus 13 ise biitliin sekerlerde en diisiik biyofilm
olusturmustur. Ancak L.rhamnosus 12 siikrozda diger sekerlere gore daha az biyofilm

olustururken diger suslar siikrozda diger sekerlere gore daha yiiksek biyofilm olusturmustur.

Tablo 4.3. CRA plaklarinda izolatlarin biyofilm olusturma durumu

Izolat CRA
LAB

L.rhamnosus 12 +++
L.rhamnosus 13 it
L.rhamnosus 14 -+
L.rhamnosus 15 +++
Streptokok suslari

S. mutans 1 -+
S. mutans 8 4+
S. mutans 9 -

S. mutans 2 ++
S. sanguinis 7 +

S. anginosus 4 +

S. anginosus 5 4+
S. salivarus 11 +++
S.constellatus 3 -
E.faecium 6 +++
E.faecium 10 R

- Biyofilm yok (OD<120); + Zayif biyofilm (OD =120-240)
++ Orta derecede biyofilm (OD= 241- 540);
+++ Yiiksek biyofilm (OD>540)

Yiiksek biyofilm Diisiik biyofilm

Resim 4.5. Mikrotitrasyon plagi
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Sekil 4.1. Laktik asit bakterilerinin farkli seker iceren ortamlarda biyofilm olusturma
durumlari

Streptokok suslar1 farkli seker iceren ortamlarda degisen oranlarda biyofilm
olusturmustur (Sekil 4.2). Dort S.mutans susundan S.mutans 1, S.mutans 2 ve S.mutans 8
yliksek biyofilm olustururken S.mutans 9 daha diisiik oranda biyofilm olusturmustur. En
yiiksek biyofilm olusumu siikrozda olmustur. S.anginosus 5 hari¢ diger streptokok
suslarinda biyofilm olusumu daha diisiikk olmustur. E.faecium 10 diisiik biyofilm

olustururken E.faecium 6 6zellikle siikrozda ¢ok yiiksek biyofilm olusturmustur.

4.3. Secilen izolatlarinin antibiyotik duyarhliklarinin belirlenmesi

Test bakterilerinin antibiyotiklere hassasiyet durumlar1 Tablo 4.4 ve 4.5'de
verilmistir. Streptokoklarin antibiyotiklere direnclilikleri farkli olmustur (resim 4.5).
S.mutans 1 ¢ antibiyotige kars1 direng gosterirken S.mutans 9 biitiin antibiyotiklere kars1
hassas olarak bulunmustur. Vankomisin ve klindamisin en etkili antibiyotik olarak

saptanmistir (Tablo 4.4 ).
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Tablo 4.4. Streptokoklarin antibiyotik hassasiyeti

39}
o © S 5= 2 Y 2 5
— o ~ ) 2 3 3 RS 2
Antibiyotikler 2 S 2 § § 2 5 S S 3 g
S 5 &8 § § & 2 § § & ¥
S S > =
£ 5 £ 5 8 £ § 5 § 8 B
%) %) uwj uwj %) “ %) %) %) wn
Penicilin G(P 10U) R S S S R R R S R R R
Kloramfenikol (C30 pg) S S S S I S I R S S S
Ampisilin (AM 10 pg), R S R S S S R R S S S
Klindamisin (DA 2 pg), s s S S R S s 1 1 1 S
Linezolit (LNZ 30 pg) R $ S S R S R S R R R
Eritromisin (E 15 pg) S S S S R S R S S S S
Tetrasiklin (TE 30 pg) S § R I R S R S R R R
Vankomisin (VA 30 ug) S S S S S S R S S S S
R (Direngli) S (Duyarli) I (Intermedial)
L.rhamnosus suslar1 antibiyotiklere daha diren¢li olarak bulunmustur. Biitiin

L.rhamnosus suslart vankomisin, gentamisin, amikazin, metradiazol antibiyotiklerine

direngli olarak bulunmustur (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Laktik asit bakterilerinin antibiyotik hassasiyeti

Antibiyotikler L.rhamnosus ~ L.rhamnosus L.rhamnosus L.rhamnosus
12 13 14 15
Imipenem (IPM 10 pg) 18 20 30 24
Penicilin G( P 10U) 35 35 R 30
Kanamisin (K 30 pg) R R 35 R
Kloramfenikol (C30 pg) 24 35 35 28
Gentamisin (CN 10pg) R R R R
Metisilin (ME 5 pg) 22 20 18 12
Ampisilin (AM 10 pg) 12 24 28 26
klindamisin (DA 2 ug) 14 20 20 24
Okzasilin (OX 1 pg), 14 12 R 12
Linezolit (LNZ 30 pg) 20 30 35 26
Eritromisin (E 15 pg) 16 30 35 30
Streptomisin (S 10 pg) 10 18 12 10
Amikasin (AK 30 pg), R R R R
Tetrasiklin (TE 30 pg) 25 20 30 30
Metronidazol (MET 5pg) R R R R
Netilmisin (NET 30 pg) R 12 R R
Vankomisin (VA 30 ug) R R R R
Cefolatin (KF 30 ug), 35 35 30 32
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Sekil 4.2. Streptokok izolatlarinin ve E. faecium suslarinin gesitli karbon kaynaklarini igeren ortamlarda biyofilm olusturma durumlari
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Resim 4.6. Streptokoklarda antibiyogram

4.4. Antibakteriyel Aktivite Tayini

L.rhamnosus suslarinin antimikrobiyal aktivitesi iki yoOntemle belirlenmistir.
Damlatma yonteminde L. rhamnosus suslart MRS agar iizerine gelistirilerek iizerine test
bakterilerini igeren yumusak agar ilave edilerek bakterilerin gelisimi incelenmistir. Test
bakterileri lizerine L.rhamnosus suslarinin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu

belirlenmistir (Resim 4.7 ).

Resim 4.7. Damlatma yontemi ile L rhamnosus
suslariin antibakteriyal aktivitesinin belirlenmesi
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Resim 4.8. uyucuk yontemi ile antikrobiyal
aktivitenin belirlenmesi

Kuyucuk yontemi ile L.rhamnosus suslarinin hiicresiz filtratlarinin antimikrobiyal
aktivitesi Dbelirlenmistir (Resim 4.8 ). Tablo 4.6'da  L.rhamnosus suslarinin hiicresiz
filtratlarinin antibakteriyal aktivitesi olusan zon ¢ap1 (mm) olarak verilmistir. L.rhamnosus
12 ve L.rhamnosus 14 1in hiicresiz filtratlar1 test bakterilerinin hepsi tizerine etkili olmustur.
L.rhamnosus 13, S.mutans 8§ hari¢ diger bakteriler lizerine etkili olurken L.rhamnosus 15,

S.mutans 8 ve S.mutans 9 disindaki diger bakteriler lizerine etkili olmustur.

Tablo 4.6. L.rhamnosus suglarinin antibakteriyal aktivitesi ( zon ¢apt mm)

~ W e <t

o o o o

»n %] »n %]

S S S S

7] 7] 7] 7]

S S S S

= = = =

s s s s

S S S S

< 3 < 3
Bakteriler N N N N
S. mutans 1 16 14 14 15
S. mutans 2 17 16 16 18
S.mutans 9 15 - 10 17
S.mutans 8 15 - - 15
S.constellatus 3 15 11 12 15
S.anginosus 4 13 11 12 13
S.anginosus 5 11 11 11 11
S.sanguinis 7 14 14 12 13
S.salivarus 11 14 12 12 14
E.faecium 6 15 14 14 15
E.faecium 10 15 12 12 15
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4.5. Restoratif Materyallerde S. mutans 1’in Biyofilm Olusturmasi ve

L.rhamnosus 12°nin Biyofilm Olusumu Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Test bakterilerinin 6zelliklerine bakilarak S.mutans 1 ve L.rhamnosus 12 segilerek

caligmalarda kullanilmistir.

4.5.1. Restoratif Materyallerde S.mutans 1 ‘in ve L.rhamnosus 12’nin
Biyofilm Olusturmasi

Restoratif dolgu materyalleri ve CAD/CAM blok materyallerde S.mutans 1 ve
L.rhamnosus 12 degisen oranlarda biyofilm olusturmustur (Sekil 4.3). Spektrofotometrik
degerlendirmede S.mutans 1 en yiiksek biyofilmi G-znial (GC)'de olusturmustur.
Biyofilmdeki bakteri sayilarina bakildiginda (Resim 4.9 ve 4.10) ise en yiiksek S.mutans 1
sayist, Equia Forte (GC) (8,36+0,41 log 1o/mL), Beautiful II (Shofu) (7,80+0,61 log ;o/mL)
, G-e&nial (GC) (7,88+0,69 log 10/mL)" da olmustur. Hidroksiapatitte ise 6,66+0,68 log 1o/mL
olarak bulunmustur. En diisiik bakteri sayis1 ise Emax (5,5+0,70 log ;¢/mL) ve Lava'da
(4,44 +£0,24 log 1¢/mL) elde edilmistir ( Sekil 4.4). Bakteri canlilig1 agisindan yapilan annova
testinde restoratif materyaller arasinda S.mutans 1 sayisi agisindan istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0,001).

Tukey testi ile materyaller birbirleri ile karsilagtirildiginda hidroksiapatit, Zlite all
purpose body (Bisco), Sonic fill 2 (Kerr) ve Clearfil majesty ES 2 (Kuraray) arasinda
S.mutans 1 sayis1 acisindan anlamli bir fark saptanmamustir (p > 0.05). Ayrica Zlite all
purpose body (Bisco), Emax ile benzer sonuglar gosterirken, Equia Forte, Beautiful II
(shofu) ve G-znial (Gc) S.mutans 1 sayist acisindan ayni grupta yer aldi. Lavada tiim
restoratif materyallerden istatiksel olarak anlamli derecede diisiik sayim elde edilmistir

(p<0,001).
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Sekil 4.3. Hidroksiapatit ve restoratif materyallerde S.mutans 1 ve L.rhamnosus 12°nin

biyofilm olusumu.

Hidroksiapatit ve restoratif materyallere ait disklerin Ra degerleri Tablo 4.7 de
verilmistir. Emax ve Lava en diisiik Ra degerlerine sahipken Hidroksiapatit ve Equia Forte

yliksek Ra degerlerine sahip oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.7. Restoratif materyallerin uygulamadan 6nce

oOl¢iilen Ra degerleri

Materyaller Uygulamadan 6nce Ra
Hidroksi apatit 0,646+0,194
G-&nial 0,034+0,014
Kuraray 0,052+0,011
Bisco 0,038+0,015
Beauftiful II 0,094+0,014
Sonic fill II 0,090+0,016
Equia Forte 0,418+0,188
Lava 0,024+0,013
Emax 0,015+0,006
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Sekil 4.4. Hidroksiapatit ve restoratif materyallerde S.mutans 1 ve L.rhamnosus 12 sayisi.

L.rhamnosus 12’ nin biyofilm olusumu ise restoratif materyallere gore degismistir.
Stikroz igeren ortamda en yliksek biyofilm olusumu Clearfil Majesty ES 2° de olmustur.
Bunu G-@nial, Sonic fill 2, Beautiful II ve Zlite All Purpose Body takip etmistir.
Hidroksiapatit, Emax ve Lava'da biyofilm olusumu diisikk olmustur (Sekil 4.3).
L.rhamnosus 12 sayis1 agisindan incelendiginde restoratif materyallere gore degisen
oranlarda L. rhamnosus 12 sayimlar1 elde edilmistir. En yliksek bakteri sayimlar1 Equia Forte
(7,51£0,19 log 1¢/mL), ve Beautiful II (7,30+0,56 log 1¢/mL)’de elde edilmistir. Bunu Alite
all purpose body (6,44+0,30 log ;¢/mL) ve hidroksiapatit (6,42+0,24 log ¢/mL) izlemistir.
Lava (2,66+0,56 log 1¢/mL) ve Emax (2,36+0,50 log ;o/mL)’ta ise en diisiik bakteri sayimlar1
elde edilmistir (Sekil 4.4 ). G-znial (5,5140,41 log 10/mL), Sonic fill 2 (5,45+0,29 log ;o/mL)
ve Clearfil Majesty ES 2 (4,4440,38 log 1o/mL)’de ise degisen sayimlar elde edilmistir.
Yapilan annova testinde biitlin restorasyon materyalleri arasinda L.rhamnosus 12 sayilari

acisindan istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik (p<0,001) oldugu goriilmiistiir.
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Tukey testi ile materyaller birbirleri ile karsilastirildiginda hidroksiapatit ile Zlite
all purpose body ayni1 grupta yer alirken, Equia forte ve Beautiful II diger tiim materyallerden
istatistiksel olarak anlamli derecede yliksek bakteri sayimi elde edilmistir. G-anial ile Sonic
fill 2 birbirlerine benzer sonuglar verirken her ikisininde diger materyaller ile arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu. Clearfil Majesty ES 2 materyalinde yapilan sayim ise
Emax ve Lava ile yapilan sayimdan istatistiksel olarak anlamli derecede biiyiik (p<0.05),
diger materyaller ile yapilan sayimlardan istatistiki olarak anlamli derecede diisiik bulundu
(p<0,001). L. rhamnosus 12 sayis1 en diisiik Emax'de tespit edildi. Lava ile arasindaki fark
anlamli degilken digerlerinden istatistiksel olarak ileri derecede anlamli olarak diisiik

bulundu (p<0,001). Lava ile elde edilen sonu¢larda Emax’a benzer bulundu.

Resim 4.9. S.mutans 1 sayim plagi basitrasin Resim 4.10. L.rhamnosus 12’nin sayim plagi

Mitis salivarus agarda. MRS agar iizerinde

4.5.2. Restoratif Materyallerde S. mutans 1’in Biyofilm Olusturmas1 Uzerine

L.rhamnosus 12°nin Etkisinin Belirlenmesi

Hidroksiapatit {lizerinde S.mutans 1 biyofilm olustururken L.rhamnosus 12’nin
biyofilm olusturmasi ¢ok diisiikk olmustur. S.mutans 1 ve L.rhamnosus 12 birlikte
uygulandiginda biyofilm olusumu daha fazla olmustur. L.rhamnosus 12 filtre igine
uygulanmast durumunda ise biyofilm miktar1 azalmistir. L.rhamnosus 12’ nin hiicresiz

filtrat1 S.mutans 1" in biyofilm olusumu iizerine etkili olmustur (Sekil 4.5).
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Biyofilmdeki bakteri sayimlari sekil 4.6" da verilmistir. Gerek S.mutans 1 sayisi ve
gerekse L.rhamnosus 12 sayisi tek baslarina sirastyla 6,66 +0,68 log jo/mL ve 6,43 £+ 0,24
log 10/mL iken S mutans 1 ve L rhamnosus 12 birlikte uygulandiginda L.rhamnosus 12 (6,74
+ 0,59 log ;o/mL) sayis1 yiikselmistir. S.mutans 1 sayisi ise 4,89+0,98 log;o/mL’e diigmiistiir.
Filtreli uygulamada ise L.rhamnosus 12, S.mutans 1 (3,87+£0,52 Log 1¢/mL) sayisinda 6nemli
Ol¢iide azalmaya neden olmustur (Sekil 4.6 ).

Biyofilmdeki bakteri sayilar1 agisindan bakildiginda bakteri sayilari arasinda
istatistiksel acidan anlamli bir fark belirlenmistir (p<0.05). S.mutans 1 sayist ile
L.rhamnosus 12 ve S.mutans 1’ in birlikte uygulandig1 islemlerdeki bakteri sayimlari
arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

L.rhamnosus 12’ nin filtre i¢ine uygulandiginda S.mutans 1°in sayist ile tek olarak
uygulanan S.mutans 1 sayisi arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

((p<0.05).

4 ™
2,5 -
2 - +
T 1,5 -
=
a -
S 0,5
0 — L Q_
Lr Sm Sm+Lr  Filtre Lr+Sm
\ y

Sekil 4.5. Hidroksiapatit disklerde S.mutans 1 in biyofilm olusturmasi lizerine
L.rhamnosus 12" nin etkisi.
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Bakteri sayimi (Log 10kob/mL)
S = D W kA U N O X

Lr Sm Sm+Lr Sm+Lr Filtre Filtre
(Lr) (Sm) Lr+Sm Lr+Sm
(Lr) (Sm)
\ J

Sekil 4.6. Hidroksiapatit diskler iizerinde biyofilm olusturan canli bakteri sayilar1 (log;o kob
/mL).

Hidroksiapatitin uygulamaya baslamadan Onceki Ra degeri 0,646+0,194 iken
uygulamadan sonra Ra degerleri artmistir (Tablo 4.8). S.mutans 1 ile L.rhamnosus 12’ nin
bir arada uygulandigi islemlerden sonraki Ra degeri bakterilerin tek baglarina

uygulanmasindan sonra elde edilen Ra degerlerinden daha diisiik olmustur.

Uygulamalarin son pH degerleri Tablo 4.9" de verilmistir. Tablodan da goriilecegi
tizere pH 4,18 ile 4,35 arasinda degismistir.

Elektron mikroskop goriintiileri Resim 4.11°de verilmistir. Bu SEM goriintiilerine
bakildiginda L.rhamnosus 12 ve S.mutans 1 birlikte uygulandiginda yiiksek bir biyofilm
olusumu izlenmektedir. Bu durum L.rhamnosus 12’ nin biyofilm olusumu iizerine etkili
olmadig goriilmektedir. Hatta yiliksek oranda biyofilm olusumuna neden olmustur. Ancak

filtre icine L.rhamnosus 12 uygulandiginda daha etkili oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 4.8. Hidroksiapatitin uygulamadan once ve uygulamadan sonraki piiriizliiliik

degerleri (Ra)

Uygulamadan sonra
Uygulamadan 6nce Filtre
Sm Lr Sm+Lr Sm+Lr

Hidroksi apatit | 0,646+0,194 | 0,843+0,073 0,893+0137 | 0,771+0,131 0,722+0,035

Tablo 4.9. Hidroksiapatitte uygulamalardan sonra elde edilen son pH degerleri

Lr+Sm Lr+ Sm Filtre Filtre

Uygulamalar Lr Sm (Lr) (Sm) Lr+Sm Lr+Sm
(Lr) (Sm)
pH 4,18 4,66 4,20 4,20 4,35 4,35
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o S-S
o= 7

Resim 4.11. Hidroksiapatit diskler iizerinde biyofilm olusumuna L.rhamnosus 12’ nin etkisinin SEM
goriintileri (sol-X5000 ve sag X10000).a. L.rhamnosus 12; b. S.mutans 1 c¢. S.mutans 1 ve L.rhamnosus 12
birlikte uygulandiginda ; d. S.mutans 1 ve filtre i¢ine L.rhamnosus 12 uygulandiginda.
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Beautiful II ile hazirlanan diskler iizerinde S.mutans 1 ve L.rhamnosus 12’ nin
biyofilm olustururken S.mutans 1 ve L.rhamnosus 12 birlikte uygulandiginda biyofilm
olusumunun azaldig1 goriilmiistiir. L.rhamnosus 12 filtre iginde uygulanmasi durumunda ise
S.mutans 1 tarafindan olusturulan biyofilm miktar1 azalmistir. L.rhamnosus 12’un hiicresiz

filtrat1 S. mutans 1’ in biyofilm olusumu tizerine etkili olmustur (Seki 4.7).

1,4

1.2 -
1 -
0,8 -
= 0,6 -
© 04
-
0

Sm + Lr Filtreli Sm+Lr
\ y

(570nm)

Sekil 4.7. Beautiful II disklerde S. mutans 1’ in biyofilm olusturmasi tizerine
L.rhamnosus 12’ nin etkisi.
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Sekil 4.8. Beautiful II diskler {izerinde biyofilm olusturan canli bakteri sayilar1 (log;o kob
/mL).
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Biyofilmdeki bakteri sayimlar1 sekil 4.8 de verilmistir. Gerek S.mutans 1 sayis1 ve
gerekse L.rhamnosus 12 sayisi tek baslarma sirasiyla 7,80 £0,61 log;o/mL ve 7,30 = 0,57
logo/mL iken S.mutans 1 ve L.rhamnosus 12 birlikte uygulandiginda S.mutans 1 (1,85 +
0,93 log;¢/mL) sayis1 diismiistiir. Filtreli uygulamada ise L.rhamnosus 12, S.mutans 1 (1,29

+ 0,17 log;o/mL) sayisinda azalmaya neden olmustur (Seki 4.8).

Beautiful II ile hazirlanan diskler {izerinde S.mutans 1 biyofilm olusturmasi tizerine
L.rhamnosus 12 ‘nin etkili oldugu belirlenmistir. Istatistiksel olarak tek olarak uygulanan
S.mutans 1 sayisia gore L.rhamnosus 12 ile birlikte uygulandiginda ve L. rhamnosus
12 filtre i¢inde uygulandiginda S.mutans 1 sayis1 anlamli derecede farkli bulunmustur
(p<0.001 siras1 ile p=0,028 ve 0,028). Birlikte uygulama ile filtre i¢inde uygulamanin

S.mutans 1 sayisi lizerine etkileri arasinda istatistiksel bir fark bulunamamistir (p>0.05).

Bu veriler SEM goriintiilerinde de dogrulanmistir (Resim 4.12). Resimde S.mutans
I’in Beautiful II ile hazirlanan diskler iizerinde adezyonu goriilmektedir. S.mutans 1 kalin
bir tabaka halinde diskin iizerini kaplamistir (Resim 4.12 b). L.rhamnosus 12 ile S.mutans 1
birlikte uygulandiginda olusan biyofilmin 6nemli 6l¢iide dagildigr goriilmektedir. Burada
L.rhamnosus 12’ de fazla sayida oldugu i¢in daha yogun gibi goriinse de S.mutan 1 ’in daha
az oldugu goriilmektedir. L.rhamnosus 12’ nin filtre icine uygulanmasinda ise biyofilm

olusumu goriilmiiyor.

Beautiful II’ nin uygulamaya baglamadan onceki Ra degeri 0,094+0,014 iken
uygulamadan sonra Ra degerleri artmistir (Tablo 4.10).

Beautiful II materyalinde uygulamalarda Olciilen son pH degeri 3,95 ile 4,60
arasinda degismistir (Tablo 4.11).
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Tablo 4.10. Beautiful II’ nin uygulamadan 6nce ve uygulamadan sonraki piiriizliiliik

degerleri (Ra)
Uygulamadan sonra
Uygulamadan 6nce Filtre
Sm Lr Sm-+Lr Sm+Lr
Beautftiful 11
(shofu) 0,094+0,014 | 0,141+0,005 | 0,112+0,003 | 0,212+0,021 | 0,110+0,008

Tablo 4.11. Beautiful II materyalinde uygulamalardan sonra elde edilen son pH degerleri

Lr+Sm |Lr+Sm | Filtre Filtre
Uygulamalar Lr Sm | (Lr) (Sm) Lr+Sm | Lr+Sm
(Lr) (Sm)
pH 4,60 4,08 3,95 3,94 4,33 4,00
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Beautiful II diskler {izerinde biyofilm olusumuna L.rhamnosus 12’ nin etkisinin SEM goriintiileri
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Clearfil Majesty ES 2 ile hazirlanan diskler lizerinde S.mutans 1 yiiksek biyofilm
olustururken, L.rhamnosus 12 daha diisiik oranda biyofilm olusturmustur. S.mutans 1’ in
ve L.rhamnosus 12° nin birlikte uygulandig1 uygulama ile L.rhamnosus 12’ nin filtre igine
uygulandigi uygulama arasinda biyofilm olusumu agisindan bir fark gézlenmemistir ( Sekil

4.9).
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Sekil 4.9. Clearfil Majesty ES 2 disklerde S.mutans 1 in biyofilm olusturmasi {izerine
L.rhamnosus 12’ nin etkisi.

Clearfil Majesty ES 2'de bakteri sayilarina bakildiginda S.mutans 1 sayilari biitiin
uygulamalarda yliksek olarak bulunmustur. Ancak L.rhamnosus 12° nin filtre igine
uygulandigi islemde S.mutans 1 (4,41 £0,34 log;o/mL) sayist daha diisiik bulundu. Benzer
olarak tek olarak uygulanan S.mutans 1 ile L. rhamnosus 12 ile birlikte uygulanan S.mutans
1 sayilar1 arasinda istatistiksel agidan dnemli bir farklilik bulunmamaistir (sirasiyla 6,54 +
0,29 logjo/mL ve 6,05 + 0,48 logio/mL ). L.rhamnosus 12’ nin filtre i¢ine uygulandigi
islemde S.mutans 1 sayis1 ile diger uygulamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmustur (p<0.05 p=0,028). Clearfil Majesty ES 2'de S.mutans 1 iizerine

L.rhamnosus 12 ‘ nin slipernatant1 etkili olmustur (Sekil 4.10).
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Bakteri sayimi (Log 10kob/mL)
S = N W A 1S I ®

Sekil 4.10. Clearfil Majesty ES 2 diskler iizerinde biyofilm olusturan canli bakteri sayilar
(logio kob /mL).

SEM goriintiileri incelendiginde de bu sonuglarla uyumlu oldugu goériilmektedir.
S.mutans 1’ in ve S.mutans 1 ile L.rhamnosus 12’nin birlikte uygulandiginda biyofilm
olusumu goriilmektedir.( Resim 4.13). Ug boyutlu biyofilm olusumu resim 4.13 de b ve c'de
goriilmektedir. L.rhamnosus 12’ nin filtre i¢ine uygulandigi durumda ise biyofilm olusumu
gorliilmemektedir.

Clearfil Majesty ES 2’nin uygulamadan oOnceki Ra degeri diisiik olarak
belirlenmistir (Tablo 4.12). Ancak uygulamalardan sonra Ol¢iilen Ra degerleri yiiksek
cikmistir.

Clearfil Majesty ES 2 materyalinde uygulamalarda elde edilen son pH Tablo 4.13
‘de verilmistir. L.rhamnosus 12 ve S.mutans 1 tek basina uygulandigi iglemlerde sirasiyla
pH 3,90 ve 3,95 olarak 6l¢iilmiistiir. Birlikte uygulama isleminde son pH 4,00, filtre igine

uygulamada ise 4,18 olarak ol¢iilmiistiir.
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Tablo 4.12. Clearfil Majesty ES 2’nin uygulamadan o6nce ve uygulamadan sonraki

purtizliiliik degerleri (Ra)

Uygulamadan sonra

Uygulamadan 6nce Filtre
Sm Lr Sm+Lr Sm+Lr
Clearfil
Majesty ES
2 (Kuraray) ]0,052+0,011 |0,088+0,003 |0,100+0,007 |0,087+0,012 |0,077+0,005

Tablo 4.13. Clearfil Majesty ES 2 materyalinde uygulamalardan sonra elde edilen son pH

degerleri
Lr+Sm | Lr+ Sm Filtre Filtre
Uygulamalar Lr Sm (Lr) (Sm) Lr+Sm Lr+Sm
(Lr) (Sm)
pH 3,90 3,95 4,00 4,00 4,18 4,18
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Resim 4.13. Clearfil Majesty ES 2 diskler iizerinde biyofilm olusumuna L.rhamnosus 12’ nin etkisinin SEM
goriintileri (X5000 ve X10000).;a. L.rhamnosus 12; b.S.mutans 1 c¢.S.mutans ve L.rhamnosus 12 birlikte
uygulandiginda ; d. S.mutans 1 ve filtre igine L.rhamnosus 12 uygulandiginda.
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Sonic fill 2 iizerinde S.mutans 1 biyofilm olustururken L.rhamnosus 12’ nin biyofilm
olusturmasi ¢ok diisiik olmustur. S.mutans 1 ve L.rhamnosus 12 birlikte uygulandiginda ve
L.rhamnosus 12  filtre icinde uygulandiginda biyofilm olusumu diisiik olmustur.

L.rhamnosus 12 S.mutans 1’ in biyofilm olusumu {izerine etkili olmustur (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Sonic fill 2 disklerde S. mutans 1’ in biyofilm olusturmasi lizerine L.rhamnosus
12’ nin etkisi.
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Sekil 4.12. Sonic fill 2 diskler iizerinde biyofilm olusturan canli bakteri sayilari
(logio kob /mL).
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Biyofilmdeki S.mutans 1(5,45 + 0,29 log;o/mL ) sayis1 yiiksek olarak saptanmustir.
S.mutans 1 ve L rhamnosus 12 birlikte uygulandiginda S. mutans 1 (4,92 + 0,49 log;o/mL)
sayist diismiistiir. Filtreli uygulamada ise L.rhamnosus, S.mutans 1'in (2,60 £+ 0,68 log;o/mL)
sayisinda azalmaya neden olmustur (Seki 4.12). Yapilan Annova analizinde S.mutans 1 ve
L.rhamnosus 12 birlikte uygulanmasi ve L.rhamnosus 12’ nin filtre i¢ine uygulanmasinda
S.mutans 1 sayilart ile S.mutans’im tek basina uygulandigi islemdeki S.mutans 1 sayisi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0.05 sirasi ile p=0,028 ve
0,028). SEM goriintiileri de bu bulgularla paralellik gostermistir. S.mutans Sonic fill 2
izerinde biyofilm olusturmustur. Bu goriintiiler incelendiginde biyofilmin ii¢ boyutlu yapisi
izlenmektedir (Resim 4.14 b). L.rhamnosus 12 uygulamalarinda ise biyofilm olusumu
izlenmemektedir (Resim 4.14. c ve d).

Sonic fill 2° de ise uygulamaya baslamadan 6nceki Ra degeri 0,090+0,016 iken
uygulamadan sonra Ra degerleri artmistir (Tablo 4.14). L.rhamnosus 12 ve S.mutans 1

birlikte uygulandigi islemde Ra degeri diger uygulamalardan daha yiiksek olmustur.

Sonic fill 2 materyalinde uygulamalarda elde edilen son pH Tablo 4.15'de
verilmistir. L. rhamnosus 12 ve S.mutans 1 tek basina uygulandig: islemlerde sirasiyla pH
3,97 ve 3,88 olarak dl¢lilmistiir. Birlikte uygulama isleminde son pH 3,91, filtre icine

uygulamada ise 3,89 olarak olctilmiistir.

Tablo 4.14. Sonic fill 2 materyalinde uygulamadan Once ve uygulamadan sonraki

ptrtizliiliik degerleri (Ra)

Uygulamadan sonra
Uygulamadan 6nce Filtre
Sm Lr Sm-+Lr Sm+Lr
Sonic fill I 0,090+0,016 |0,101+0,038 | 0,113+0,007 | 0,159+0,160 | 0,160+0,201

Tablo 4.15. Sonic fill 2 materyalinde uygulamalardan sonra elde edilen son pH degerleri

Lr+Sm | Lr+ Sm Filtre Filtre
Uygulamalar Lr Sm (Lr) (Sm) Lr+Sm | Lr+Sm
(Lr) (Sm)
pH 3,97 3,88 3,91 3,91 3,89 3,89
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Resim 4.14. Sonic fill 2 diskler tizerinde biyofilm olusumuna L.rhamnosus 12’ nin etkisinin SEM goriintiileri
(X5000 ve X10000).;a. L.rhamnosus 12; b.S.mutans 1 ¢. S.mutans ve L.rhamnosus 12 birlikte uygulandiginda
; d. S.mutans 1 ve filtre igine L.rhamnosus 12 uygulandiginda.
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G-anial disklerde L rhamnosus 12 diisiik biyofilm olustururken S.mutans 1 yiiksek
biyofilm olusturmustur. S.mutans 1 ve L.rhamnosus 12’ nin birlikte uygulandigi islemlerde
biyofilm olusumu yiiksek olmustur. L.rhamnosus 12’ nin filtre i¢ine uygulandig1 islemlerde

ise biyofilm olusumu azalmistir (Sekil 4.13)
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Sekil 4.13. G-znial disklerde S.mutans 1° in biyofilm olusturmasi lizerine L.rhamnosus 12’
nin etkisi.
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Sekil 4.14. G-znial diskler iizerinde biyofilm olusturan canli bakteri sayilar

(logio kob /mL).
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Biyofilmdeki bakteri sayilar1 da bu bulgulara paralel olmustur. Biyofilmdeki
S.mutans 1(7,88 £ 0,70 logo/mL ) sayis1 yliksek olarak saptanmistir. S mutans 1 ve
L.rhamnosus 12 birlikte uygulandiginda S. mutans 1 sayist 7,39 £+ 0,47 log;o/mL olmustur.
Filtreli uygulamada ise L. rhamnosus 12, S. mutans 1 (4,49 + 0,65 log;o/mL) sayisinda
azalmaya neden olmustur (Sekil 4.14).

Annova testi ile yapilan analizde S.mutans 1 ve L.rhamnosus 12’nin birlikte
uygulanmasi ile tek olarak S. mutans 1 uygulanmasi islemlerinde bakteri sayimlari arasinda
istatistiksel olarak onemli bir farklilik bulunmamistir. Buna karsilik L.rhamnosus 12° nin
filtre i¢ine uygulanmasinda S.mutans 1 sayimlari ile diger uygulamalardaki S.mutans 1
sayimlart arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmustur (p<0.05).

SEM goriintiilerinde biyofilm olusumu ve ii¢ boyutlu biyofilm goriintiisii resim
4.15'da verilmistir.  Bulgularla paralellik gosteren goriintiller elde edilmistir. Sem
gorlintiileri incelenecek olursa L. rhamnosus 12’ nin ylizeye adezyonunun diisiik oldugu ve
daginik bir dagilim oldugu goriilmektedir. S.mutans 1 ise yiiksek bir adezyon gostererek
biyofilm olusturmus ve biyofilmin ii¢ boyutlu yapisi izlenmektedir. S.mutans 1 ve
L.rhamnosus 12° nin birlikte uygulanmasi durumunda biyofilm olusumunun azaldig:
goriilmektedir.

G-anial materyalinde uygulamadan 6nce Ra degeri ¢ok diisiik iken uygulamalardan
sonra Ra degeri artmustir. Iki bakterinin bulundugu uygulamalarda Ra degeri daha yiiksek
olmustur (Tablo 4.16).

G-@nial materyalinde uygulamalarda elde edilen son pH degerleri Tablo 4.17" de
verilmistir. L.rhamnosus ve S.mutans tek basina uygulandigi islemlerde sirasiyla pH 3,82 ve
4,00 olarak olclilmustiir. Birlikte uygulama isleminde son pH 4,10, filtre i¢ine uygulamada

ise 3,90 olarak Ol¢tlmiistiir.
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Tablo 4.16. G-znial materyalinde uygulamadan 6nce ve uygulamadan sonraki piiriizliiliik

degerleri (Ra)
Uygulamadan sonra
Uygulamadan 6nce Filtre
Sm Lr Sm+Lr Sm+Lr
G-anial 0,034+0,014 |0,101+0,012 |0,113+0,005 | 0,141+0,005 | 0,123+0,004

Tablo 4.17. G-&nial materyalinde uygulamalardan sonra elde edilen son pH degerleri

Lr+Sm Lr+Sm Filtre Filtre

Uygulamalar Lr Sm (Lr) (Sm) Lr+Sm Lr+Sm
(Lr) (Sm)
pH 3,82 4,00 4,10 4,10 3,90 3,90
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Resim 4.15. G-@nial diskler {izerinde biyofilm olusumuna L.rhamnosus 12’ nin etkisinin SEM goriintiileri
(X5000 ve X10000).;a. L. rhamnosus 12; b. S.mutans 1 c¢. S.mutans ve L.rhamnosus 12 birlikte uygulandiginda
; d. S.mutans 1 ve filtre igine L.rhamnosus 12 uygulandiginda.

94



Alite all purpose body disklerde L.rhamnosus 12 diisiik biyofilm olusumu
gosterirken S.mutans 1 yiiksek biyofilm olusturmustur (Sekil 4.15). S.mutans 1 ile
L.rhamnosus 12 birlikte uygulandiginda ve L. rhamnosus 12 filtre icine uygulandiginda

biyofilm olusumu azalmistir.
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Sekil 4.15. Alite all purpose body disklerde S.mutans 1’ in biyofilm olusturmasi tizerine

L.rhamnosus 12’ nin etkisi.
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Sekil 4.16. ZElite all purpose body diskler iizerinde biyofilm olusturan canli bakteri sayilar
(logio kob /mL).
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Bakteri sayimlar1 da spektrofotometrik degerlendirmeye benzer bulunmustur.
Bakteri sayimlari agisindan hem L.rhamnosus 12 (6,45 + 0,30 log;¢/mL), hemde S.mutans 1
(6,36 = 0,62 logjo/mL) sayimlar1 yiiksek olarak bulunmustur. Her iki bakterinin birlikte
uygulandigi islemde S.mutans 1 sayist (6,49 + 0,30 logo/mL) yiiksekken, L.rhamnosus 12’
nin filtre i¢ine uygulandigi islemde S.mutans sayisinda ( 5,02 = 0,50 logo/mL) diisme
gorlilmiistiir (Sekil 4.16).Yapilan annova testinde S.mutans 1 sayisi ile S.mutans 1’ in
L.rhamnosus 12 ile birlikte uygulandiginda islemdeki S.mutans 1 sayis1 arasinda istatistiksel
olarak Onemli bir fark bulunmamistir. L.rhamnosus 12° nin filtre i¢ine uygulandigi
islemdeki S.mutans 1 sayisi ile tek basina uygulanan S.mutans 1 sayisi arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05). L.rhamnosus 12’ nin filtre i¢ine uygulandig1
islemdeki S .mutans 1 ile S mutans 1 ile L.rhamnosus 12’ nin birlikte uygulandiginda

islemdeki S.mutans 1 sayist arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur

((p<0.05).

Alite all purpose body disklerine ait SEM goriintiileri bu bulgulara tam olarak
paralellik gostermektedir. S. mutans 1’ in biyofilm olusumu sayisal degerlere uygun olarak
yiiksek olarak bulunmustur. Diskin iistii tamamen kaplanmis durumdadir. L.rhamnosus 12°
nin bulundugu islemlere ait goriintiilerde ise biyofilm olusmadigi goriilmektedir (Resim
4.16).

Alite all purpose body disklerinin uygulamaya baslamadan 6nceki Ra degeri
0,038+0,015 iken uygulamadan sonra Ra degerleri artmistir (Tablo 4.18).

L.rhamnosus 12 ve S.mutans 1 tek basina uygulandigi islemlerde sirastyla pH 3,94
ve 4,13 olarak Olc¢lilmistiir. Birlikte uygulama isleminde son pH 3,99, filtre igine

uygulamada ise 3,99 olarak saptanmistir (Tablo 4.19).
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Tabo 4.18. Alite all purpose body materyalinde uygulamadan dnce ve uygulamadan sonraki

piirtizliilik degerleri (Ra).

Uygulamadan sonra

Uygulamadan 6nce Filtre
Sm Lr Sm+Lr Sm+Lr
Alite all
purpose body
(Bisco) 0,038+0,015 |0,088+0,003 |0,072+0,217 |0,055+0,024 |0,047+0,007

Tablo 4.19. Zlite all purpose body materyalinde uygulamalardan sonra elde edilen son pH

degerleri
Lr+Sm Lr+ Sm Filtre Filtre
Uygulamalar Lr Sm (Lr) (Sm) Lr+Sm Lr+Sm
(Lr) (Sm)
pH 3,94 4,13 3,99 3,99 3,99 3,99
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Resim 4.16. Alite all purpose body diskler {izerinde biyofilm olusumuna L.rhamnosus 12’ nin etkisinin
SEM goériintiileri (X5000 ve X10000).;a. L.rhamnosus 12; b.S.mutans 1 c¢. S.mutans ve L.rhamnosus 12
birlikte uygulandiginda ; d. S.mutans 1 ve filtre i¢ine L.rhamnosus 12 uygulandiginda.
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Equia Forte ’ den hazirlanan disklerde biyofilm olusumunun kristal viyole ile

boyanarak tayininde degisen oranlarda biyofim olusumu saptanmistir. Ancak olusan bu

biyofilm yogunlugu ¢ok diisiik olarak belirlenmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Equia Forte disklerde S.mutans 1° in biyofilm olusturmasi iizerine
L.rhamnosus 12’ nin etkisi.
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Sekil 4.18. Equia Forte diskler lizerinde biyofilm olusturan canli bakteri sayilari

(logio kob /mL).
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Diskler incelendiginde hepsinin koyu mavi bir renkte oldugu goriilmiistiir. Glasiyel
asetik asit ile biyofilmin kaldirilma isleminde boyanin biiyiik bir kisminin disk iizerinde
kaldig1 goriilmiistiir. Bu durum gerek bakteri sayimlart ve gerekse SEM goriintiilerinde de
belirlenmistir. Biyofilmin spektrofotometrik degerlendirmesi ile bakteri sayimlar1 uyumlu
cikmamastir.

S.mutans 1 tek basina uygulandiginda disk iizerindeki bakteri sayist 8,38+0,19
logio/mL iken S.mutans 1 ve L.rhamnosus 12 birlikte uygulandiginda biyofilm i¢indeki
S.mutans 1 sayist 7,08+ 0,50 log;o/mL ye diismistlir. L.rhamnosus 12 filtre iginde
uygulandiginda ise daha etkili olmustur. S.mutans 1 sayis1 3,69+0,77 log;o/mL ye diismiistiir
(Sekil 4.17). Yapilan Annova testinde gruplar arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik
bulunmustur (p<0,05). Her iki bakterinin birlikte uygulandig1 ve L.rhamnosus 12’ nin filtre
icine uygulandig1 iglemlerdeki S.mutans 1 sayisi ile tek basma uygulandigr islemdeki
S.mutans 1 sayis1 arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir farklilik bulunmustur (p<0.05 sirast
ile p=0,046 ve 0,028). ). Her iki bakterinin birlikte uygulandig1 ve L.rhamnosus 12’ nin filtre
icine uygulandigi islemlerdeki S.mutans 1 sayist arasinda da istatistiksel acidan anlamli bir
farklilik bulunmustur (p<0.05p=0,028).

SEM goriintiileri resim 4.18" de verilmistir. S.mutans 1’ in biyofilm olusumu ve
iic boyutlu yapist gozlenmistir (Resim 4.17.b). L.rhamnosus 12’ nin bulundugu
uygulamalarda ise biyofilmin olusmadig tek tabaka halinde oldugu goriilmiistiir.

Equia Forte materyalinde uygulamadan 6nce Ra degeri 0,418+0,188 olarak
saptanmustir. S.mutans 1 ve L.rhamnosus 12 'nin birlikte uygulandigi kosullarda Ra degerleri
1,045+0,060 ve 1,319+0,206 olarak bulunmustur (Tablo 4.20).

Equia Forte materyalinde uygulamalarda elde edilen son pH degerleri Tablo
4.21'de verilmistir. L.rhamnosus 12 ve S.mutans 1 tek basina uygulandigi islemlerde
strastyla pH 5,00 ve 4,18 olarak dl¢tilmustiir. Birlikte uygulama isleminde son pH 4,15, filtre

icine uygulamada ise 4,12 olarak saptanmaistir.
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Tablo 4.20. Equia Forte materyalinde uygulamadan 6nce ve uygulamadan sonraki

pirtizliilik degerleri (Ra).

Uygulamadan sonra

Uygulamadan 6nce Filtre
Sm Lr Sm+Lr Sm+Lr

Equia Forte |0,418+0,188 |0,514+0,298 |0,435+0,024 |0,645+0,060 |0,619+0,206

Tablo 4.21. Equia Forte materyalinde uygulamalardan sonra elde edilen son pH degerleri

Lr+Sm Lr+ Sm Filtre Filtre

Uygulamalar Lr Sm (Lr) (Sm) Lr+Sm Lr+Sm
(Lr) (Sm)
pH 5,00 4,18 4,15 4,15 4,16 4,16
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Resim 4.17. Equia Forte diskler iizerinde biyofilm olusumuna L.rhamnosus 12’ nin etkisinin SEM
goriintiileri (X5000 ve X10000).;a. L.rhamnosus 12; b. S.mutans 1 c. S. mutans ve L.rhamnosus 12 birlikte
uygulandiginda ; d. S.mutans 1 ve filtre igine L.rhamnosus 12 uygulandiginda.
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Emax diskler tizerinde S.mutans 1 yiiksek biyofilm olustururken ve L.rhamnosus 12
biyofilm olusturmamustir. Gerek bakterilerin bir arada uygulandig1 ve gerekse L.rhamnosus
12’ nin filtre i¢ine uygulandigr islemlerde biyofilm olusumu diisiik olmustur.
Spektrofotometrik 6l¢iim ve bakteri sayimlar1 birbirine paralel sonuglar vermistir (Sekil

4.19)
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Sekil 4.19. Emax disklerde S.mutans 1’ in biyofilm olusturmasi tizerine L.rhamnosus 12’
nin etkisi.
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Sekil 4.20. Emax diskler iizerinde biyofilm olusturan canli bakteri sayilari (log;okob /mL).
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S.mutans sayis1 5,50 + 0,70 log;o/mL ten bakterilerin birlikte uygulandigi islemde
4,63 + 0,87 log o/mL ye diiserken L.rhamnosus 12’ nin filtre i¢ine uygulandigi islemde 1,84
+ 0,57 logio/mL ye diismiistiir (Sekil 4.19). Annova testinde gruplar arasinda énemli bir
farklilik bulunmustur (p<0,05). S.mutans 1 ve L.rhamnosus 12 birlikte uygulandiginda ve
filtre icinde L.rhamnosus 12 uygulandiginda S.mutans 1 sayimlar1 S.mutans 1’ in tek basina
uygulandig islemdeki S.mutans sayisi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmustur (p<0.05 siras1 ile p=0,046 ve 0,028). Bakterilerin birlikte uygulandig:
islemdeki S.mutans 1 saymmlar1 ile L.rhamnosus 12° nin filtre i¢ine uygulandiginda
S.mutans 1 sayimlar1 arasindada istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur
(p<0.05p=0,028).

SEM goriintiileri de bu bulgulart dogrulamistir. S.mutans 1 yiiksek biyofilm
olusumu gosterirken diger islemlerde biyofilm olusumu goriilmemistir (Resim 4.18).

Emax materyalinde uygulamadan 6nce Ra degeri ¢ok diisiik iken uygulamalardan
sonra Ra degeri artmustir. Iki bakterinin bulundugu uygulamalarda Ra degeri daha yiiksek
olmustur (Tablo 4.22).

Emax materyalinde uygulamalarda elde edilen son pH degerleri Tablo 4.23de
verilmistir. L.rhamnosus 12 ve S mutans 1 tek basina uygulandigi iglemlerde sirasiyla pH
3,98 ve 4,15 olarak Ol¢lilmistiir. Birlikte uygulama isleminde son pH 4,01 filtre icine

uygulamada ise 4,23 olarak saptanmustir.

Tablo 4.22. Emax materyalinde uygulamadan 6nce ve uygulamadan sonraki piiriizliiliik

degerleri (Ra).

Uygulamadan sonra
Uygulamadan 6nce Filtre
Sm Lr Sm+Lr Sm+Lr

Emax | 0,0154+0,006 | 0,038+0,021 | 0,027+0.015 | 0,047+0,036 | 0,018+0,007

Tablo 4.23. Emax materyalinde uygulamalardan sonra elde edilen son pH degerleri

Lr+Sm Lr+ Sm Filtre Filtre
Uygulamalar Lr Sm (Lr) (Sm) Lr+Sm Lr+Sm
(Lr) (Sm)
pH 3,98 4,15 4,01 4,01 4,23 4,23
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olusumuna L.rhamnosus 12’ nin etkisinin SEM goriintiileri
(X5000 ve X10000).;a. L.rhamnosus 12; b. S.mutans 1 c¢. Smutans 1 ve L.rhamnosus 12 birlikte
uygulandiginda ; d. S.mutans 1 ve filtre igine L.rhamnosus 12 uygulandiginda.
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Lava disklerinde S.mutans 1 yliksek biyofilm olustururken L.rhammnosus 12

biyofilm olusturmamistir. L.rhamnosus 12 ilavesi biyofilm olusumunu azaltmistir (Sekil

421).

3,5 1

2,5 1

1,5 1

OD (570nm)

0,5 -

\.

Sm + Lr

Filtreli Sm+Lr

J

Sekil 4.21. Lava disklerde S.mutans 1’in biyofilm olusturmasi iizerine L.rhamnosus 12’nin

etkisi.

[ O] w = i
1L 1L 1L 1L
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]
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0 i i i
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\.
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Lr+Sm Lr+Sm
(Lr) (Sm)

Sekil 4.22. Lava diskler {izerinde biyofilm olusturan canli bakteri sayilari (log;o kob /mL).
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Lava disklerde S.mutans I sayist 4,45 + 0,24 log;o/mL ten bakterilerin birlikte
uygulandigr islemde 3,55 £+ 0,26 logo/mL ye diiserken L.rhamnosus 12’nin filtre i¢ine
uygulandigr islemde 2,16 + 0,48 log;o/mL ye diismiistiir ( Sekil 4.22). Annova testinde
gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0,05). S.mutans 1 ve L.rhamnosus 12
birlikte uygulandiginda ve filtre icinde L.rhamnosus 12 uygulandiginda S.mutans 1
sayimlar1 S.mutans 1’ in tek basina uygulandigi islemdeki S.mutans 1 sayisi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0.05siras1 ile p=0,028 ve 0,028).
Bakterilerin birlikte uygulandig: islemdeki S.mutans 1 sayimlari ile L.rhamnosus 12’nin
filtre icine uygulandiginda S.mutans 1 sayimlar1 arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmustur (p=0,028).

SEM goriintiileri de bu bulgulart dogrulamistir. S.mutans 1 yiiksek biyofilm
olusumu gosterirken diger islemlerde biyofilm olusumu goriilmemistir (Resim 4.19).

Lava materyalinde uygulamadan 6nce Ra degeri ¢ok diisiik iken uygulamalardan
sonra Ra degeri artmustir. Iki bakterinin bulundugu uygulamalarda Ra degeri daha yiiksek
olmustur (Tablo 4.24).

Lava materyalinde uygulamalarda elde edilen son pH degerleri Tablo 4.25'da
verilmistir. L.rhamnosus 12 ve S mutans 1 tek basina uygulandigi iglemlerde sirasiyla pH

4,02 ve 4,11 olarak oSlgiilmiistiir. Birlikte uygulama isleminde son pH 4,04, filtre i¢ine

uygulamada ise 4,14 olarak saptanmistir.

Tablo 4.24. Lava materyalinde uygulamadan 6nce ve uygulamadan sonraki piiriizliiliik

degerleri (Ra).
Uygulamadan sonra
Uygulamadan 6nce Filtre
Sm Lr Sm+Lr Sm+Lr
Lava ]0,024+0,013 ]0,035+0,013 ]0,031+0,021 | 0,049+0,021 | 0,037+0,023
Tablo 4.25. Lava materyalinde uygulamalardan sonra elde edilen son pH degerleri
Lr+Sm Lr+ Sm Filtre Filtre
Uygulamalar Lr Sm (Lr) (Sm) Lr+Sm Lr+Sm
(Lr) (Sm)
pH 4,02 4,11 4,04 4,04 4,14 4,14
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Resim 4.19. Lava diskler iizerinde biyofilm olusumuna L.rhamnosus 12’ nin etkisinin SEM goriintiileri
(X5000 ve X10000).;a. L.rhamnosus 12; b. S.mutans 1 c¢. S.mutans 1 ve L.rhamnosus 12 birlikte
uygulandiginda ; d. S.mutans 1 ve filtre igine L.rhamnosus 12 uygulandiginda.
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5. TARTISMA

Biyofilm, bir yiizeye yapisarak, belirli bir yapisal biitiinliik igerisinde toplu halde
yasayan ve birbirleriyle haberleserek varliklarmin devami igin gerekli islevlerin yerine
getirilmesini saglayan bakterilerin olusturdugu karmasik bir organizasyondur. Dental plak
‘dogal biyofilm’ olarak tanimlanabilir (191). Dental biyofilm kompleks ve dinamik bir
ekosistem olup dis ciirliklerinin ve periodontal hastaliklarin gelismesinde dnemli bir rol
oynamaktadir. Son 40 yildir oral biyofilmlerle ilgili 6nemli ¢alismalar yapilan genis caplt
olan arastirmalarla; dental biyofilmin yapisi, bakteriyel igerigi, bakteriyel tutunma
mekanizmalari, immun yanitlar1 gibi konular incelenmistir. Dental biyofilm ¢ok sayida
bakteri igermesi nedeniyle karigik bir yapiya sahiptir (104, 192, 193, 194). Dis dokular
tizerinde biyofilm olustugu gibi restoratif materyaller iizerinde de biyofilm olusmaktadir.
Buna bagli olarak restoratif materyal ile dis dokular1 arasinda sekonder ciiriikler
olusmaktadir (195). Oral biyofilmin kontrolii ile dis ¢iiriiklerinin engellenmesine yonelik
bir ¢ok calisma yapilmistir (16, 196, 197). Dis plaklarinin olusturdugu hastaliklarin
onlenmesinde temel yontem plagin mekanik olarak uzaklagtirilmasidir. Yeni tedavi
yaklasimlarindan biri de spesifik mikroorganizmalar ile plak olusturan bakterilerin inhibe
edilmesidir. Bu spesifik mikroorganizmalar probiyotik bakterilerdir. Giiniimiizde agiz
saglig1 acisindan biyofilm kontroliinde énemli bir rol oynayan probiyotik bakterilere ilgi
giderek artmaktadir (198) .

Bu calismada probiyotik 6zelligi gosteren laktik asit bakterilerinin restoratif
materyallere tutunan S.mutans 1’in biyofilm olusturmasi {izerine olan antibiyofilm
aktiviteleri incelenmistir.

Calismamizda kullandigimiz patojen bakterilerin ve probiyotik bakterilerin
tanimlanmasi i¢in biyokimyasal ve molekiiler testler yapilmistir. Patojen bakteriler 16S
rRNA dizi analizine gore ise test izolatlarindan 4’ U S.mutans, 2’ si S.anginosus, 1° 1
S.salivarius, 1’ 1 S.sanguinis, 1’ i S.constellatus, 2’ si E.faecium olarak belirlenmistir.
Probiyotik laktik asit bakterilerinin 4* @i de L.rhamnosus olarak tanimlanmistir. Bu
yontemlerle calismamizda kullanilacak patojen biyofilm bakterileri ile antibiyofilm
ozelligine sahip probiyotik bakteriler belirlenmistir. Bu bakterilerden patojen 06zellik
gosteren bakteri ile en yiiksek antibiyofilm etkinligi gdsteren probiyotik bakteriyi

belirlemek i¢in testler uygulanmistir. Ag1z ortamina alinan farkl tipteki karbonhidratlarin
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hangisi ile hangi bakterinin ne kadar biyofilm olusturdugunu belirlemek i¢in farkli seker
tipleri kullanilmistir. Benzer calismalarda ¢ogunlukla S.mutans test bakterisi olarak
kullanilmistir (197,199, 200). Bizim ¢alismamizda da S.mutans’in 4 farkli susu secilmis
ve bunlarin arasindan, S.mutans 1 ve S.mutans 8  sekerlerin hepsinde biyofilm
olusturmustur. S.mutans 1 test edilen farkli sekerler icinde en yiiksek biyofilmi siikrozda
olusturdugu icin karbon kaynagi olarak da siikkroz kullanilmistir (Sekil 4.2). Test
bakterilerine antibiyotige direnc testi yapilmis, S.mutans 1’in ii¢ farkli antibiyotige
direncli oldugu tespit edildigi i¢in bu ¢aligsma i¢in patojen sus olarak belirlenmistir.

S.mutans’ larin olusturduklar1 biyofilm miktarini tespit etmek i¢in mikrotitrasyon
testi uygulanmistir. S.mutans 1° in en yiiksek biyofilm olusturdugu goriilmiistiir. Bu veriyi
desteklemek amaciyla yapilan testte: CRA plakta da koyu siyah renkli kolonilerin olugmast
bu bulguyu desteklemistir.

Bunun yaninda probiyotik bakterilerle yapilan mikrotitrasyon testinde ise
L.rhamnosus 12 siikroz da diisiik biyofilm olustururken, L.rhamnosus 15 yiiksek biyofilm
olusturmustur. Probiyotik bakterilerin biyofilm olusturmalari, patojen bakterilerin yiizeye
tutunmasin1  engellemeleri bu bakteriler ile rekabette Onem tasimaktadir (201).
L.rhamnosus 12’ nin L.rhamnosus 14’ e gore daha diisiik biyofilm olusturmasi
calismamizda probiyotik 6zellikli test bakterisi olarak secilmesinde belirleyici kriterlerden
birisi olmustur.

Probiyotik bakterilerin antibiyotige direng testinde L.rhamnosus suslarinin hepsi
gentamisin, amikazin, metronidazol ve vankomisine diren¢ gosterirken L.rhamnosus 14
susu ek olarak penisiline de direncli oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.5). Taheur ve ark (202)
P.pentosaceus suslar1 ile L.brevis ‘in peniciline, kanamisine ve streptomisine direncli
oldugunu saptamiglardir. Benzer olarak yapilan ¢alismalarda da laktik asit bakterilerinin
cesitli antibiyotiklere direncli oldugunu ve bakteri se¢imindeki kriterlerden biri oldugunu
bildirmislerdir (203-206).

Probiyotik bakterilerin hemolitik aktivite gdstermemesi, dolayisi ile patojen
olmamas1 saglik acgisindan 6nem tasiyan bir 6zelligidir (202). L.rhamnosus izolatlarinin
hi¢biri hemolitik aktivite gdstermemistir. Buna karsilik patojen S.mutans suglart hemolitik
aktivite gostermislerdir.

Samot ve Badet (207) altmis alt1 oral laktik asit bakterisinin hepsinin S.mutans " 1
inhibe ettigini bildirmislerdir. Bu konuda yapilan diger ¢alismalarda da benzer sonuglar
elde edilmigtir (151, 208-211). Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal etkisinin laktik

asit, hidrojen peroksit, asetik asit, hidrojen stilfiir, bakteriyosin ya da bakteriyosin benzeri
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maddelerden meydana geldigi bildirilmistir (212, 213). Restoratif materyallerin iizerinde
biyofilm olusmas1 {izerine probiyotiklerin etkisinin incelendigi ¢aligmalar az sayidadir.
Calismamizda yapilan testler sonucu patojen bakteri olarak restoratif materyallerde
S.mutans 1’ in biyofilm olusturmas: ve antibiyofilm olarak probiyotik bakterilerden
L.rhamnosus 12 kullanilmasina karar verilmistir. Ve bunun yaninda testlerin siikroz i¢eren
ortamda yapilmasinin en uygun olacacagi tespit edilmistir. Caligmamizda kullanilan oral
laktik asit bakterileri Streptococcus spp. (Tablo 4.6) izolatlarina karsi degisen oranlarda
antibakteriyal aktivite gdstermistir.

Calismamizda kullanilan hidroksiapatit, farkli restoratif kompozit rezin ve farklh
yapidaki CAD/CAM blok restoratif materyallerinin iizerinde S.mutans 1° in biyofilm
olusturmasi damlatma plak yontemi ile canli bakteri sayisinin belirlenmesi,
spektrofotometrik 6l¢iimler ve SEM goriintiileri lizerinden analizler ile yapilmigtir.

SEM ile morfolojik goriintiilerinin incelenmesinde S.mutans 1’in test edilen biitiin
restoratif materyallerde yiizeyini kapladig: goriilmiistiir. Bu yapinin ¢ok katli yapiya sahip
oldugu izlenmistir. Quirynen ve Bolen (214) tarafindan, bu tip goriintiilerin biyofilm
olusumu oldugu bildirilmistir. Benzer olarak yapilan ¢alismalarda da S.mutans’in elde
edilen tek katli tabaka seklinde restoratif materyalleri kapladig: gosterilmistir (215).

Spektrofotometrik Slgiimiine gore en yiiksek biyofilm olusumu G-enial® da, en
diisikk biyofilm olusumu ise Equia Forte’de olmustur. Ancak bakteri sayimlarina
bakildiginda Equia Forte grubunda en yiiksek degerde tespit edilmistir. Equia Forte
grubunda spektrofotometrik incelemede kristal viyole ile boyanan disklerde yiiksek oranda
boya kaldig1 goriilmiistiir. Glasiyel asetik asitle yikama islemi sirasinda boyanin materyale
adsorbe olmasina bagli olarak biyofilmin tamaminin kaldirilamadigt ve bu nedenle
spektrofotometrik degerlendirmede biyofilm olusumunun diisiik olarak o6l¢iildiiglinii
diistinmekteyiz. Bakteri sayiminda en yiiksek canli bakteri sayisi tespit edilmesi bu
diisiincemizi desteklemektedir.

L.rhamnosus 12 ise Emax, Lava ve hidroksiapatitte biyofilm olusumu diger
restoratif materyallere gore anlaml sekilde diisiik olusturmustur. Ancak biitiin 6rneklerde
L.rhamnosus 12’ nin olusturdugu biyofilm miktar1 S.mutans 1'in olusturdugu biyofilm
miktarindan c¢ok diistiktiir. Bakteri sayimlarina baktigimiz zaman ise spektrofotometrik
Olgtimlerde elde edilen sonuglardan farkli degerler elde edilmistir. Biyofilmdeki S.mutans
1 sayilar1 hidroksiapatitte, Beautiful Il ve G-enial’da yiiksek olmustur. Ancak Emax ve
Lava'da bakteri sayimlar1 ile spektrofotometrik degerler birbirleri ile uyumlu olarak

bulunmustur. Biyofilm olusumu materyallerin tipine bagh olarak degismistir. Istatistiksel
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olarak da restoratif materyallerde S.mutans 1’in biyofilm olusturmasi agisindan restoratif
materyaller arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (p>0.05). Benzer
bulgular Hansel ve ark. (216) tarafindan da bildirilmistir. Arastiricilar biyofilm
olusumunun restoratif materyallerdeki doldurucu partikiillerin buyiikligi ile iligkili
olabilecegini bildirmislerdir. Bu durumun yiizey morfolojisi acisindan énemli oldugunu
vurgulamiglardir.

Equia Forte, Beatiful II ve G-&nial’ da olusan biyofilm normal dis dokusuna uyan
hidroksiapatitten yliksek olmustur. Cam iyonomer simani olan Equia Forte ile nano hibrit
kompozit olan Beautiful II, flor salinan restoratif materyallerdir. Her iki materyallerde de
bakteri sayimlar1 yiliksek olarak bulunmustur. Materyaller tarafindan salinan florun inhibe
edici etkisi goriilmemistir. Benzer ¢aligmalarda cam iyonomer simanlarda florun biyofilm
iizerine inhibe edici etkisi olmadig1 farkli arastiricilar tarafindan bildirilmistir (10, 217,
218). Hatibovic-Kofman ve Koch (217) tarafindan yapilan bir yillik ¢alismanin sonucunda
yapilan 6 cam iyonomer restorasyonlarindan sadece birinde 10 kat daha fazla flor
bulundugu ancak antimikrobiyal etki icin yeterli olmadig: bildirilmistir. Arastiricilar flor
salinimin yararinin disin demineralizasyonu onlemekle sinirli oldugu bildirmislerdir. Al-
Naimi ve ark. (218) tarafindan yapilan invitro bir calismada flor igeren cam iyonomer
simanlarin tiikiiriik i¢cinde kompozit ylizeydeki bakteri miktarim1 ve biyofilm olusumunu
azaltmadig bildirilmistir. Arastiricilar, bunun sebebinin floriiriin etkin bir faktér olmadigi
ya da etkili olmas1 i¢in konsantrasyonu ¢ok diisiik oldugu belirtmislerdir. Montanaro ve
ark. (122) rezin ile modifiye cam iyonomer materyallerde bakteriyal adezyonda énemli bir
azalma olmadigmi bildirmislerdir. Aragtiricilar bunun nedeninin 4 saat gibi kisa zaman
olabilecegini bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise 24 saat temas siiresi olmasina karsin
biyofilm olusumunda bir azalma olmamustir. Direk olarak 6rnege temas eden ylizeydeki
bakteriler bu salinimdan etkilenmemis goriilmektedir. Auschill ve ark. (10) ise in vivo bir
calismada cam iyonomerde flor salinimina ragmen diisiik canlilikta ince bir biyofilm
olusabildigini bildirmislerdir. Ancak her antibakteriyal aktiviteye sahip maddenin,
adezyonu Onleyici materyal olmayabilecegi bildirilmistir (10). Bu bulgularin aksine rezin
modifiye cam iyonomerlerle yapilan agar testlerinde 48-72 saat sonra bakteriyel gelisimini
azalttig1 bildirilmistir (219, 220). Randall ve Wilson (221) cam iyonomer simanlarinin
onemli Olciide flor serbest biraktigini bildirmistir. S.mutans (222) ve S.sanguis (206), cam
iyonomerlerden salinan flordan etkilenmistir. Nicholson ve ark. (224) ortama salinan
florun bakteri tarafindan iiretilen asidi notralize etmek ic¢in tampon goérevi yapabilecegini

bildirmislerdir. Bu durum ciiriikk gelisimini de 6nlemektedir (225) Kompozitlerden daha
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kararl bir yapiya sahip olan cam iyonomerlerin mikrosizintiy1 azalttifindan flor salimi ile
oral biyofilm olusumu tizerine etkili oldugu bildirilmistir (226).

Calismamizda kullanilan G-anial, Clearfil majesty ES 2 , Zlite all purpose body
ve Sonic fill 2 kompozit rezin materyallerde hem spektrofotometrik okumalarda hem de
bakteri sayimlarinda birbirine uyumlu veriler elde edilmistir. Ve bu materyallerin hepsinde
S.mutans 1 yliksek biyofilm olusturmustur. Yapilan caligmalarda kompozit rezinlerde,
diger restoratif materyaller ile karsilastirildiginda daha fazla dental plak olustugu
bildirilmistir (227, 228, 229). Rezin kompozitlerde polimerizasyonun miktarinin diisiik
oranda oldugu belirtilmistir (230). Polimerize olmamis monomerlerin salinabilecegi ve bu
durumun karyojenik bakterilerin gelismesini hizlandirabilecegi vurgulanmistir (216).
Ayrica polimerize olmus kompozit rezinlerin in vitroda S.mutans gelisimini hizlandirdig:
gosterilmigtir  (231). Polimerize olmamis monomerlerin  biiylik  ¢ogunlugunun
restorasyonun yaslanma periyodu boyunca salindig1 varsayildiinda, bakteri gelisiminin
yalnizca artik monomerlere baglanmasi ile agiklanamayacagi rapor edilmistir (11). Bunun
yaninda uzun dénemde, rezin kompozit restorasyonlarin yapisi agiz i¢i kosullari, fiziksel
ve kimyasal Ozellikleri nedeniyle bozulmaktadir. Bunun baslica nedeninin ylizeydeki
mikroorganizma ve yapismanin yani sira biyofilm olusumu oldugu ve bunun sonucunda da
sekonder ciirlikler ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (232).

Kompozitlerin uzun doénem basarist i¢in hekimlerin uygulayacagi prosediirlerin
yaninda materyallerin farkli fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinin de 6nemli roli
vardir. Bu 6zellikler ayrica organizmalarin biyofilm olusturmasi i¢in yiizeye baglanmasini
etkileyen faktorlerdir. Dolayistyla altin, amalgam, seramik, rezin kompozit, kompomer ve
cam iyonomer simanlar gibi cesitli dental restoratif materyaller tizerinde gelisen dental
biyofilmlerin analizi ve karsilastirilmas1 yapilmigtir. Materyallerin bir¢ok 6zelligi yilizey
ozelliklerini belirlemekte bu da az ya da ¢ok bakterinin yiizey kolonizasyonunun miktarini
belirlemektedir (233).

Materyaller diigiik adherent 6zellige sahip olursa biyofilm olusumu azalmakta
yada yavaslamaktadir. Bu durum ise oral plak olusumunu etkilemektedir. Restoratif
materyallerin ylizeyinin fiziko kimyasal Ozellikleri ilk kolonizasyonun baglamasini
belirlemektedir. Bakteriyel adezyonun pasif ve aktif mekanizmasi alttaki yapiya bagh
olarak degismektedir (127). Bakteri adezyonunun materyallerin yiizey yapilarin yaninda
ylizey piriizlilligi ile de ilgili oldugu arastiricilar tarafindan bildirilmistir (10, 121, 122,
125). Oral bakteriler restoratif materyallere farkli mekanizmalarin etkisi ile

tutunmaktadirlar. Bu tutunma tiikiiriik proteinlerindeki reseptorler araciligi ile artmaktadir
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(135). Bakteri reseptorleri, fimbria ve adezinler araciligr ile oral ylizeye tutunmaktadir.
Hiicre dis1 salgilar bu tutunmayr artirmaktadir. Bu proteinler restoratif materyallerin
yiizeyini kaplayarak bakteriyal adsorbsiyonda 6nemli bir rol oynamaktadir. Streptokoklar
pelikil tizerine ilk tutulan bakteriler olup, asidik prolinden zengin proteinlere, alfa amilaz
ve sialik asit gibi reseptdrlere baglanmaktadir. Streptokoklarin pelikil ylizeyde tutunmasini
takiben diger bakteriler bu bolgeye yerlesmeye baslar. Biyofilm i¢indeki bakteri sayis1 test
edilen materyallerin tiplerine bagh olarak degismektir ve bu materyallerdeki dolducu
partikiil biyikligi ile iliskide olabilmektedir (216). Yiizey morfolojisinin 6nemli
olduguna dikkat cekilmistir (234, 154). Hansel ve ark. (216) tarafindan yapilan bir
calismada nanohibrit olan Tetric Evoceram’'da, rezin modifiye cam iyonomer simanlara
gore S.sobrinus’un daha fazla bulundugu bildirilmistir. Arastiricilar, biriken bakteri
miktarinin test materyallerinin tipine bagl oldugunu rapor etmiglerdir. Yine bu durumun
doldurucu partikiillerinin biiyiikliigiine de bagli olabilecegi belirtilmistir (234) Ayrica
ylizey morfolojinin dnemine de isaret edilmistir (154, 235). Calismamizda, hidroksiapatit
ve restoratif materyallerden hazirlanan 6rneklerin Ra degerleri materyale gore degisiklik
gostermistir. Biyofilmin spektrofotometrik degerlendirilmesinde en diisiik biyofilm degeri
Equia Forte materyalinden elde edilmistir. Equia Forte’ nin Ra degeri, hidroksiapatitin Ra
degerinden sonra en yiiksek piiriizliilik degeridir. Elde edilen bu Ra degeri bir ¢ok
arastiricinin da bildirdigi gibi artan piirtizliilik ile biyofilm orani artisin1 desteklemektedir
(121,10). Bunun yaninda bakteri sayimlar1 agisindan bakildiginda Equia Forte’de yiiksek
bakteri sayimi elde edilmistir.

Calismamizda en diisik Ra degeri Emax ve Lava‘da elde edilmistir. Bu
materyallerde S.mutans 1’in olusturdugu biyofilm miktar1 ve biyofilmdeki bakteri
sayilarida diisiik bulunmustur. Buna karsin G-anial, Zlite all purpose body, Sonic fill 2 ve
Clearfil majesty ES 2 S.mutans 11n olusturdugu biyofilm miktar1 ve biyofilmdeki bakteri
sayilar1 yiiksek olarak belirlenmesine karsilik Ra degerleri sirasiyla 0,034+0,014,
0,038+0,015, 0,090+0,016, 0,052+0,011, olarak bulunmustur. Bu Ra degerlerine
baktigimizda hidroksiapatitin Ra degerinin altinda olmalarina karsilik olusan biyofilm
miktarlar1 daha yiiksektir. Caligmamizda hidroksiapatitte en yiiksek biyofilm olusumu
S.mutans 1 ve L.rhamnosus 12’nin birlikte uygulandigi ¢aligmada goriiliirken en ytliksek
Ra degeri L.rhamnosus 12’ nin tek basina uygulandigi calismada bulunmustur. SEM
gorlintiilerinde S.mutans 1 ve L.rhamnosus 12’ nin birlikte uygulandigi calismada ii¢
boyutlu biyofilm izlenmistir. Diger goriintillerde bdyle bir biyofilm olusumu

gbzlenmemistir.
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Beautiful II ‘de S.mutans 1 ve L.rhamnosus 12’nin birlikte uyguladigimiz
orneklerin islem sonrasi dlciilen Ra degeri artmistir. Bu uygulamada biyofilm miktar1
S.mutans 1’in tek basina uyguladigindan daha diisiiktiir. Bu durum SEM goriintiileri ile
de paralellik gostermistir.

Clearfil Majesty ES 2'de ise en yiiksek Ra degeri (0,100 +0,007)
L.rhamnosus 12’ nin tek basina uygulandigi ¢aligmada dlgiiliirken, en yiiksek biyofilm
tek basina S.mutans 1’in ve S.mutans 1 ve L.rhamnosus 12’nin birlikte uygulandig:
calismada olmustur. SEM goriintiileri de bu bulgulara paralellik gostermistir.

Sonic fill 2’de en yiiksek Ra degeri S.mutans 1 ve L.rhamnosus 12’nin
birlikte uygulandigr (0,159 +0,160) ve filtre i¢inde uygulandigr (0,160 =+0,201)
calismada Ol¢iilmiistiir. Ancak biyofilm miktarina bakilinca en yiiksek biyofilm
S.mutans 1’in tek basina uyguladiginda elde edilmistir. SEM goriintiilerinin de bu
bulgulara paralel oldugu goriilmiistiir.

G-anial'de en yiiksek Ra degeri S.mutans 1 ve L.rhamnosus 12’ nin birlikte
uygulandigr (0,141 +0,005) ve filtre i¢inde uygulandigi (0,123 +0,004) calismada
Olciilmiistiir. S.mutans 1’in tek basina uyguladiginda ise Ra daha diisiik (0,101 0,012 )
olmasina karsin her ii¢ uygulamada da yiiksek biyofim saptanmistir. SEM goriintiileri
de bunu dogrulamistir.

Alite all purpose body'de en yiiksek biyofilm ve Ra degeri S.mutans 1’in tek
basina uyguladiginda elde edilmistir. SEM goriintiileri de buna pararlellik gostermistir.

Calismamiza benzer olan ¢aligmalarda da ylizey piiriizliliigi ile biyofilm
arasindaki iliskide celiskili goriisler bulunmaktadir. Calismamizda Emax ve Lava
materyallerinde bakteri uygulamasi ile Ra degerleri artis gostermistir. Ancak en yliksek
Ra degeri saptanan uygulama S.mutans 1 ve L.rhamnosus 12’nin birlikte uygulamasi
olmasina karsin en yiiksek biyofilm olusumu S.mutans 1’in tek basina uygulandigi
calismada saptanmistir. Bu durum SEM goériintiileri ile de paralellik gostermistir.
Benzer olarak yapilan ¢alismalarda Hahnel ve arkadaslari (9), cam, lityum disilikat cam,
cam-infiltre zirkonya, yar1 sinterize zirkonya, sicak izostatik presleme zirkonya seramik
malzemelerinde biyofilm olusumu {izerine yiizey oOzelligini etkisini arastirdiklar
calismada ylizey piiriizliiligi ile streptokokkal adezyon arasindaki korelasyonun zayif
oldugunu bildirmislerdir. Benzer baska bir ¢alismada ise seramik ve iki indirekt ve bir
direk kompozit materyalde ylizey piiriizliiligiiniin materyale gore degistigini ve
bakteriyal adezyonun materyallere gore degistigi bildirilmistir. En diisiik adezyonun

ylizey plriizliiliigii diisiik olan seramik materyalde oldugunu gézlenmistir. Arastiricilar
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materyal yiizeyinin kimyasal kompozisyonunun bakteri adezyonu i¢in 6nemli oldugu
bildirmislerdir (10,134). Bu bulgularin aksine Kawai ve ark. (236) porselen materyalde
ylizey plriizliliigiiniin bakteri adezyonu {izerine etkisinin arastirildigi ¢alismalarinda en
pliriizsliz yiizeyde diisiik bakteri adezyonu gdzlenirken en piiriizli olan yiizeyde en
yilksek adezyon gozlediklerini bildirmislerdir. Dezelic ve ark. (123) yiizey
plrtizlilligiiniin geng biyofilm olusumu {izerine etkili iken biyofilmin biiylimesi ve

olgunlagmasi sirasinda etkili olmadigini bildirmislerdir.

Restoratif materyallere bakteri uygulamas: yapildiktan sonra Ra degerlerinde
tespit ettigimiz artisa belli oranda gerek sayim icin yapilan sonikasyon islemleri gerekse
alkol ve boyama iglemlerinin de etkili olabilecegini disiinmekteyiz. SEM
goriintiilerinde yiizey piiriizliiliigliniin etkisi belirlenemistir.

Seramik ylizeyler lizerinde biyofilmlerle ilgili ¢ok az bilgi vardir. Oral hijyen
ortami olmayan kosullarda yapilan seramik inleylerin ylizeylerinde 3 giinliik periyotta
dogal disin yiizeyine gore daha az plak birikmistir (237).

Auschill ve ark. (10) tarafindan yapilan bir calismada seramiklerin altin ve
amalgamlarla kiyaslanmistir. Bes gilinlik periyotta altin ve amalgamlarda 11-17p
kalinliginda biyofilm olusur iken seramik materyallerin yiizeylerinde 1-6p kalinliginda
biyofilm bulundugu bildirilmistir.

Bizim g¢alismamizda S.mutans 1’in en diisikk adezyonu Emax ve Lava'da
olmustur. Benzer bulgular seramikler icin Meier ve ark. (238) tarafindan da
bildirilmistir. Arastiricilar materyallerin cam igerigi ile bakteriyel canlilik arasinda
kolerasyon oldugunu sdylemislerdir. Tetragonal stabilize zirkon, zirkonla gili¢lendirilmis
cam seramik, cam aliimina seramik iizerinde S.oralis ve S.sanguinis sayisinin diisiik
oldugu belirlenmistir. Seramiklerin igeriklerinin adezyon sirasinda bakteriyel canlilig
etkiledigi bildirilmistir. Kompozit ve cam iyonomerlerde biyofilm olusumu bu restoratif
materyallerin  ylizeylerinin piiriizliliiglinlin  artmasma yol ag¢maktadir. Yiizey
bozuldukca biyofilm olusumu da artmaktadir. Bunun kompozit restorasyonlarin
cevresinde sekonder ciirlik olusumuna neden oldugu bildirilmistir (11, 18). Beyth ve
ark. (11) rezin kompozitlerin ylizeyinde bakterilerin nanometrik yiizey degisimine
neden oldugunu bu durumun yiizey piiriizliliigini artirdigi ve sonugta biyofilm
olusumunun arttigint  bildirmislerdir. Rezin kompozit ve cam iyonomerlerin
ylizeylerinin bozulmasi, piiriizliliigiin - artmis  oldugunu, doldurucu partikiilleri

etkiledigini ve materyallerin mikrosertliginin azaldigin1 bildirmislerdir. Rezin
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kompozitler iizerine ilave edilen S.mutans ile 1 ay bekletildikten sonra doldurucu
partikiilleri 0.04 ile 0.2 p arasinda olan BisGMA, UDMA igeren rezin kompozit
(Heliomolar) yiizey piiriizlilliglinde bir artis gostermislerdir. Buna karsin biyofilm
gelisiminden sonra doldurucu partikiilleri 0.01 ile 3.5 p arasinda olan rezin
kompozitlerde (Tetric Ceram ve Z250) daha az piriizlilik meydana geldigi
saptanmislardir.

Rezin  kompozitlerin  konversiyon derecesinin  tamamlanmadigi  ve
polimerizasyona girmemis monomerlerin yaklasik %10 unu suya salindig1 bildirilmistir.
Ozellikle kompozit rezinlerden salinan etilenglikol dimetilatrilat ve trietilen glikol
dimetakrilat S.mutans ve Laktobasillus gibi karyogenik bakterilerinin gelisimine neden
olabilecegi bildirilmistir (216). S.sobrinus'un glikotransferaz aktivitesini artirdigt
saptanmistir (239).

Takahashi ve ark. (234) tarafindan yapilan bir c¢alismada kompozitteki
etilenglikol dimetilakrilat monomerlerin S.sobrinus ve Streptococcus sangius un
gelisimini artirdigr  spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Ancak bakteri sayimlarina
bakildiginda bir artis olmadigi bildirilmistir. Bu durum bakteri sayisindan ziyade
bakterinin biiyiikliiglinlin artmasiyla agiklanmigtir. Brambilla ve ark. (233) tarafindan
yapilan bir ¢alismada kompozitlerin 1ginlama siiresi arttirildiginda monomer saliniminin
etkisi azaldig1 bildirilmistir. Kompozitlerden salinan monomerlerin hacmi biiytiktiir ve
bu monomerler, tlikiirik atilimi yada sivi alimiyla siirekli yenilenirken cilalanan
kompozit yiizeyin 6zellikleri etkilenmektedir (121).

Restoratif materyaller {izerinde biyofilm olusumu kadar buradaki bakterilerin
canlilifi da biiylik 6nem tagimaktadir. Dental plagin patojenitesinin ortaya konmasi
acisindan bakteri canliligi 6nem tasimaktadir. Calismamizda restoratif materyaller
lizerinde olusan biyofilmdeki bakteri sayimlar1 restoratif materyallere bagli olarak farkli
degerlerde olmustur. En yiiksek bakteri sayis1 Equia Forte, Beautiful II ve G-anial
materyallerinde 10® kob/ml olarak bulunurken Emax ve Lava'da ise sirasiyla 10° kob/ml
ve 10* kob/ml civarinda saptanmustir. Calismamizda restoratif materyallare gore
degismekle birlikte bakteri sayisi ile biyofilm olusumu benzer olarak bulunmustur.
Benzer olarak amalgam restoratif materyaller kullanilarak yapilan bir ¢alismada da
bakteriyal adezyon ile bakteri say1s1 arasinda korelasyon bulundugu saptanmistir. Ancak
amalgamda yiiksek bakteri birikimine karsilik canli bakteri sayisinin diigiik oldugu

bildirilmistir (135).
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Biyofilm olusumu farkli mekanizmalarla azaltilmaya c¢alisilmaktadir.
Bunlardan biride son yillarda giindeme gelen probiyotik bakteriler yardimiyla
biyofilmin onlenmesi yoludur. Bu sekilde bir taraftan biyofilm gelisimi onlenmeye
caligihirken diger taraftan sagligi destekleyecek bir {iriiniin kullanilmasi kimyasal
maddelere ve ila¢ kullanimina tercih edilmeye baslanmistir. Bu nedenle restoratif
materyallerin iizerinde biyofilm olusumunu 6nlemek yada azaltmak igin oral bir bakteri
olan L.rhamnosus 12’nin kullanilabilirligi in vitro olarak aragtirnlmigtir. Caligmalarda
restoratif materyallerden hazirlanan Ornekler tiikiirik ile kaplandiktan sonra
kullanilmistir. Calismada iki uygulama gerceklestirilmistir. Birinci uygulamada her iki
bakteri ayn1 ortamda bulunurken diger uygulamada L.rhamnosus 12 bir filtre i¢ine
konmustur. Bu sekilde bakteri temas1 az olacak ancak bakterinin iirettigi maddelerin
stirekli olarak ortama geg¢mesi saglanmis olacaktir. Ancak filtrenin por capt 0,4pm
oldugu i¢in zaman iginde tirlinlerin yaninda az da olsa bakteri gecisi olmustur.

Yapilan ¢alismalarda laktik asit bakterilerinin S.mutans 1 iizerine inhibitor etki
gosterdigi ortaya konmustur ( 206, 240). L.lactis besi ortaminda S.mutans’a antogonist
etki gdstermistir (240). Kivang ve ark (2006) test edilen 24 oral laktik asit bakterilerinin
farkli oranlarda oral kaviteden izole edilen dort S.mutans susunu besi ortaminda inhibe
ettigini bildirmiglerdir. Simark-Mattsson ve ark. (210) tarafindan yapilan ¢alismada in
vitro ortamda Laktobasil bakterilerin S.mutans’in gelisimini inhibe ettigini gostermistir.

Yapilan ¢aligmalarin biiyiik bir kism1 polistren yada cam yiizeyine adezyonun
engellenmesiyle ilgilidir. Restoratif materyallerde LAB’nin S.mutans 1’in biyofilm
olusumu lizerine etkisinin arastirildigi ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir.

In vitro ¢alismalarda optimum kosullarda biyofilm olusumu incelenmistir.
Ancak ag1z ortaminda bulunan lizozim, agliitininler ve musin gibi tiikiiriik proteinlerinin
bu invitro kosullarda bulunmamaktadir. Restoratif materyallerde bakteriyel adezyon i¢in
uygun kosullar saglanmistir.

Hidroksiapatitte S.mutans 1’in L.rhamnosus 12 ile birlikte uygulandigi islemde
spektrofotometrik degerlendirmede biyofilm miktart bu mikroorganizmalarin tek tek
olusturduklar1 biyofilm miktarindan ¢ok daha yiiksek olarak bulunmustur. L.rhamnosus
[2'nin filtre icine uygulandig islemde ise biyofilm miktarinin daha diisiik oldugu
goriilmiistiir.  L.rhamnosus 12 hidroksiapatit lizerinde tek basmna biyofilm
olusturamamuistir. Bakteri sayimlarina baktigimizda ise S.mutans 1 ile L.rhamnosus 12
nin birlikte uygulandig1 islemlerde L.rhamnosus 12’ nin sayisi yliksek iken (log10 6,738
kob/mL) S.mutans 1 sayis1 (birlikte uygulamada 4,889 Log;o kob/mL ve filtre
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uygulamasinda 3,874 Logjy kob/mL) oOnemli olgiide azalmistir. S.mutans 1,
L.rhamnosus 12° nin biyofilm olusumunu tesvik etmistir. Kumada ve ark. (241)
Lactobacillus casei ve Lactobacillus salivarius’un S.mutans ile birlikte olduklar
kiiltiirlerde biyofilm olusumunu engellenmedigini bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda
da L.rhamnosus 12 ile S.mutans 1’in birlikte uygulandiginda yiiksek biyofilm olustugu
goriilmiistiir. SEM goriintiilerinde de yiiksek biyofilm olusumu gézlenmektedir. Benzer
bulgular Filoche ve ark (242) tarafindan da bildirilmistir. Arastirmacilar L.rhamnosus
ve Lactobacillus plantarum ‘un biyofilm olusumunun Actinomyces tiirleri ve S.mutans
tarafindan stimule edildigini agiklamislardir. Calismamizda S.mutans 1 ve L.rhamnosus
12 tek baslarma yiiksek biyofilm olusturamazken birarada olduklarinda yiiksek biyofilm
olusturmuslardir. Ancak hidroksiapatit lizerinde kokiiltiirdeki S.mutans 1 sayist tek
kiiltiirdeki S.mutans 1 sayisindan daha diisiiktiir. Bu fark istatistiksel olarak anlamli
olarak bulunmustur (p<0.05). L.rhamnosus 12, S.mutans 1 sayismi etkilemis ancak
kendisi daha fazla gelismistir. S.mutans 1 sayisinin azalmasi1 muhtemelen L.rhamnosus
12’°nin antimikrobiyal madde salgilamasiyla iligkili olabilir. Filtre i¢ine L.rhamnosus 12
ilavesinde ise yine L.rhamnosus 12 sayis1 artmistir. Ancak bu islemde L.rhamnosus
12'nin  antibakteriyel maddeleri daha fazla filtreden gectigi i¢in daha etkin
goriilmektedir. Ancak filtre altina gecen L.rhamnosus 12’nin gelismesi yine stimule
edilmistir. In vitro ¢alismalarda tiikiiriik kapli hidroksiapatitte S.mutans 1n adezyonunu
probiyotiklerin engelledigi bildirilmistir (175). Bizim calismamizda tiikiiriik kaplh
hidroksiapatitte benzer veriler elde edilmistir.

Uygulamalarin son pH’ smna bakildiginda pH'nin 4 civarinda degistigi
goriilmiistiir. Dental biyofilmde bakterilerin yasamini siirdiirmesi igin iiretilen laktik
asidi tolere etmek veya kullanmak 6nem tasimaktadir (243).

Calismamizda S.mutans1 in biyofilm olusumu biitiin restoratif materyallerde
degisen oranlarda L.rhamnosus 12 tarafindan engellenmistir. Beautiful II, Sonic fill 2,
Emax ve Lava'da bu inhibisyon yiiksek olmustur.

L.rhamnosus 12 ve S.mutans 1’ in birlikte kullanildig1 kiiltiirlerden filtre igine
uygulanan L.rhamnosus 12, Beautiful II, Sonic fill 2, Emax ve Lava restoratif
materyallerinde daha etkili olmustur. Bu restoratif materyallerde bakteri sayimlar1 da
benzer 6zellik gostermistir.

Benzer olarak yapilan bir c¢alismada laboratuvar ortaminda Lactobacillus
reuteri SD2112 ve L.rhamnosus GG ve S.mutans m biyofilm olusumunu engelledigi

bildirilmistir (244).
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Hayvan deneylerinde %35 siikrozun diyette bulunmasi c¢iiriik olusumu i¢in
yeterli oldugu saptanmstir (245). In vivo'da suda ¢dziinmeyen glukanlarin azalmasi
plak olusumunu azalttig1 ve buna baglh c¢iiriikk olusumunun azaldig1 saptanmigtir (246,
247). Glukosiltransferaz (GTFs)’in bozulmasi insanlarda da c¢liriigiin azalmasina neden
olup olmayacag: belirsiz oldugu vurgulanmistir (248). Siikrozun varliginda S.mutans
I’in biyofilm olusturmast suda ¢oziinebilir glukanlar ile iligskili bulunmustur ( 248).
Chung ve ark (249) 150 laktobasil izolatindan 2 sinin S.mutans’in ¢éziinmez glukan
liretimini inhibe ettigini bildirmislerdir. Bunlardan birinin L.fermentum olarak
tanimlandigini  glukan olusumunu %91 oraninda inhibe ettigini saptamislardir.
S.mutans sayisinda da onemli oranda diigme oldugunu saptamislardir. S.mutans’
biyofilm olugumunun ¢oziinmez glukan iiretiminin engellenmesi ile dnlenebilecegini
bildirmislerdir. L.fermantum’un suda ¢ozlinebilir ekstraktinin S.mutans’t tamamen
inhibe ettigi saptanmustir (250).

Fitre i¢ine uygulanan L.rhamnosus’ un biyofilm iizerine etkili olmas1 kiiltiir
slipernatantinda biyofilm {izerine etkili oldugunu gostermistir. Bu uygulamada S.mutans
1 sayist onemli 6l¢iide azalmistir. Soderling ve ark. (244)" de yaptiklar1 calismada
L.rhamnosus GG ve L.plantarum ‘un siipernatantlarinin S.mutans tizerine etkili
oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar biyofilmde laktik asit bakteri sayiminin yiiksek
oldugunu bildirmislerdir. Ancak bizim bulgularimiz da bir¢ok restoratif materyalde
laktik asit bakteri sayimi1 daha diisiik olarak bulunmustur.

In vitro calismalarda probiyotik laktik asit bakterisi ve S.mutans arasindaki
koagregasyon klinik ¢alismalarda S.mutans in azalmasini kismen agiklamaktadir ( 252,
251).

Soderlin ve ark. (244) ise S.mutans 1 sayisindaki azalmanin pH ile iligkili
oldugunu vurgulamislardir. Bizim ¢aligmamizda ise azalmanin pH'ya bagl olmadigini
diistinliyoruz. Hidroksiapatitte son pH'larla baktigimizda birlikteki kiiltiirlerde 4.20-
4.35 arasinda degismistir ki bu pH, S.mutans 1’in tek basina gelistigi degere yakindir.
Beautiful II’ de S.mutans 1 uygulamasinda pH 4,08 iken L.rhamnosus 12 ile birlikte
uygulamada pH 3,94, filtreli uygulamada ise pH 4,00 olarak belirlenmistir. Sonic fill 2’
de ise S. Mutans 1 uygulamasinda pH 3,88 iken L.rhamnosus 12 ile birlikte uygulamada
ve filtreli uygulamada pH sirastyla 3,91 ve 3,89 olarak olgiilmiistir. Emax’ ta
S.mutans 1 uygulamasinda pH 4,15 iken L.rhamnosus 12 ile birlikte uygulamada pH
4,01, filtreli uygulamada ise pH 4,23 olarak belirlenmistir. Lava’ da ise S.mutans 1

uygulamasinda pH 4,11 iken L.rhamnosus 12 ile birlikte uygulamada ve filtreli
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uygulamada pH sirasiyla 4,04 ve 4,14 olarak saptanmistir. Bu degerlere bakildiginda
biyofilm olusumunun azalmasinda p,H nimn etkin olamayacagini diislindiirmektedir.
Ciinkii benzer pH" da tek basina uygulanan S.mutans 1’ in yliksek biyofilm olusturdugu
goriilmektedir.

Ahmed ve ark. (199) 3 laktobasil susunun biyofilm olusumunu azalttigini
bildirmislerdir. Ancak mekanizmay1 tam olarak belirleyemediklerini, bu etkinin
muhtemelen antibakteriyel peptid lretimi, besin maddelerine rekabet ve adezyon
yiiziinden olabilecegini bildirmislerdir. Glukosiltransferaz enzimlerinin dental plak
olusumuna neden olan ¢o6ziinmez glukan polimerindeki a (1-3) veya a (1-6)
baglarindan sorumlu oldugu bildirilmistir (253). L.acidophilus’un varliginda
glukosiltransferaz enzimlerinin ekspirasyonunun 6nemli 6l¢iide azaldigi belirlenmistir
(199). Glukosiltransferaz enzimleri virulans faktor olarak kabul edilmektedir ve dental
clirliglin Onlenmesi i¢in bu enzimin azaltilmasi gerektigi kabul edilmektedir.
Glukosiltransferaz enzimlerinin azalmasi ile ¢oziinmez glukan daha az birikmektedir.
Tahmourespour ve ark (254) tarafindan yapilan bir ¢alismada da L.acidophilus’un
S.mutans biyofilmini azalttig bildirilmistir.

Equia Forte restoratif materyalinde birlikte ekilen kiiltlirlerde L.rhamonusus
12°nin  filtre i¢ine konuldugu uygulamaya gore yiiksek olmakla birlikte her iki
uygulamada da S.mutans 1 biyofilm olusumu {iizerine etkili oldugu goriilmistiir.
S.mutans 1 tek basina uygulandiginda Ornek iizerindeki bakteri sayist 8,38+0,19
logio/mL iken S.mutans 1 ve L.rhamnosus 12 birlikte uygulandiginda S.mutans 1 sayisi
7,08+ 0,50 logj¢/mL, filtre icinde uygulandiginda ise S.mutans 1 sayis1 3,69+0,77
logio/mL olarak belirlenmistir. Tek kiiltiir olarak uygulanan S.mutans’ta pH 4.18 iken 2
kiiltiirtin bir arada oldugu islemlerde pH 4.15- 4.16 arasinda degismistir. L.rhamnosus
12°nin tek kiiltiir olmast durumunda da pH 5.0 olarak saptanmistir. Benzer bulgular
Beautiful II" de elde edilmistir. Ancak Beautiful II'de L.rhamnosus 12 nin inhibe edici
etkisi her iki uygulamada da yiiksek olmustur. pH degerlerine bakildiginda tek basina
ekilen S.mutans kiltiriiniin son pH's1 4.08 iken birlikte kiiltiirlerde 3.95 ile 4.23
arasinda degismistir. Flor salinan bu iki restoratif materyallerde florun bir etkisi
saptanamamustir. Aragtiricilar flor saliniminin pH'y1 nétralize edebilecegini bildirmistir.
Ancak bulgularimizda bunu da net bir sekilde gozleyemedik.

Kompozit restoratif materyal olan G-anial, Zlite all purpose body ve Clearfil
Majesty ES 2'de yine L.rhamnosus 12, S.mutans 1’ biyofilm olusumunu her iki

uygulamada belli oranda azaltmistir. Bu restoratif materyallerdeki etkinin de pH ile
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iligkili olmadigin1 diisiinmekteyiz. L.rhamnosus 12° nin S.mutans 1 {izerine inhibisyon
etkisi oldugu saptanmistir. Bu inhibisyon etkisi ¢esitli restoratif materyallerde biyofilm
olusumunu engellemesiyle de goriilmiistir. Bu inhibisyon etkinin pH'ya bagh
olmadigini, biiyiik ihtimalle sahip oldugu antibakteriyel peptidler nedeniyle oldugunu
ve koagregasyonla iligkili oldugunu tahmin ediyoruz. Benzer bulgular Lee ve Kim (203)
tarafindan da bildirilmistir. Arastiricilar  L.acidophilus, Lactobacillus casei ve
L.rhamnosus’un biyofilm olusumunu azalttigin1 bildirmiglerdir. En etkili probiyotik
bakterinin ise L.rhamnosus oldugunu bildirmislerdir. Ancak bizim bulgularimizla elde
ettigimiz gibi Lee ve Kim (203)’de bunun sadece antibakteriyel aktivite ile
aciklanamayacagini bildirmislerdir. L.rhamnosus’un etkisinin Haukioja ve ark (175)
bildirdigi gibi saliva kapli restoratif materyalde tiikiiriik pelikilin  protein
kompozisyonunu modifiye ederek diger bakterilerin adezyonunu engellemis
olabilecegini diisiinmekteyiz.

Calismanin sonuglarina bakildiginda S.mutans 1° nin restoratif materyaller
tizerinde biyofilm olusumu L.rhamnosus 12 tarafindan 6nemli Sl¢iide engellenmistir.
Bu durum SEM goriintiileri ile de dogrulanmistir. Biiylik ihtimalle L.rhamnosus 12
biyofilm olusumunu engellemek i¢in bazi substratlar tiretmektedir. Clinkii L.rhamnosus
12’nin filtre i¢ine uygulanmasi ile ortamdaki bakteri sayis1 azaltilinca biyofilm olusumu
onemli olglide azalmistir. Bu durum canli bakteri sayiminda da kendini gostermistir.
S.mutans 1 saymmi bu uygulamada dnemli 6lgiide azalmistir. Ozellikle Sonic fill 2,
Bisco, Emax ve Lava’ da bu durum agik¢a goriilmektedir. Tabi burada restoratif
materyalin yapis1 ve ylizey 0zellikleri de biiylik 6nem tasimaktadir. L.rhamnosus siif
IT a pediosin tip bakteriyosin tiretmektedir (255).

Calismamizda kullandigimiz L.rhamnosus 12 bakteriyosin yada bakteriyosin
benzeri peptit iiretmektedir. Bu peptidler Gram pozitif bakterilerin biyofilm olusumu ve
gelisimi lizerine inhibitdr etki yapmaktadir. Daha sonra yapilacak calismalarla bu
durum ortaya konabilir. Benzer olarak elde edilen calismalarda da aymi veriler elde
edilmistir (256). In vitro olarak yapilan bir calismada probiyotik laktik asit
bakterilerinin S.mutans ‘in adezyonunu engelledigini, bunun muhtemelen probiyotik
bakterinin tiikiiriikk pelikilinin protein kompozisyonunu modifiye etmesi nedeniyle
adezyonun 6nlenmis olacagi bildirilmistir (175).

Oral biyofilm EPS, protein, bakteriyel DNA ve bakteri artiklarindan
olusmaktadir. Bu yap1 biyofilm icine antibiyotiklerin girmesini engelleyen bir fiziksel

bariyer gorevi gormektedir. (16, 257).
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S.mutans, siikroz igeren besiyerinde yiiksek miktarda EPS iceren bir biyofilm
olusturur (258, 197). S.mutans 1’in glukan iiretimi L.rhamnosus 12’nin varliginda
degismis olabilir. Ve bu ortamda gelismeyebilir. Benzer bulgular Lee ve Kim (203)
tarafindan bildirilmistir. L.acidophilus, L.casei ve L.rhamnosus’un S.mutans gelismesini
engelledigini bildirmislerdir. Lee ve Kim (203) bunlarin ic¢inde L.rhamnosus un
S.mutans’in biyofilm olugmasin1 engelleyen en etkili probiyotik oldugunu rapor
etmiglerdir. Arastiricilar bu tip kiiltiir ortamlarinda biofilm baglanma kuvvetini arttiran
glukanin sentezinin azaldigini saptamislardir (86). Yapilan calismalar oral biyofilm
olusumunu engellenmesinin, ¢liriik olusumunun Onlenmesinde Onem tasidigini
bildirmektedirler (16, 196, 197).

Kompozit rezinlerden salinan bazi monomerler, S.mutans ve L.rhamnosus™ un
gelismesinde artisa neden olabilir. Benzer olarak yapilan bir calismada kompozit
rezinlerden salinan monomerlerin  Strepfococcus sobrinus ve Lactobacillus
acidophilus’un gelismini stimule ettigi bildirilmistir (228). Kompozit rezinlerin
doniistim derecesi higbir zaman tamamlanmamustir ve yaklasik % 5 ila % 10 polimerize
monomer su ic¢inde ekstrakte edilebilir. Kompozitlerde &zellikle etilen glikol
dimetilakrilat ve trietilenteglikol dimetakrilat salinimimin mutans streptokoklar gibi
karyojenik bakterilerin gelisimini arttirmak ve laktobasil organizmalar cogunlukla
kompozit dolgularin kenarlarinda gelisebilecegi (216) ve  S.sobrinus'ta (239)
glukosiltransferaz aktivitesini arttirdigi bildirilmistir. Trietilenglikol dimetakrilatin eter
kism1 olarak, trietilenglikoliin, biyofilm olusumu icinde yer alan glukosiltransferaz
B'nin sentezlenme seviyelerini ve S.mutans'ta varsayilan bir kopyalayici regiilator gen
olarak yfiV'yi modiile ettigini bulmuslardir (259).

Kompozit rezinlerin yiizeyinde gelisen S.mutans biyofilmlerinin, yiizey mikro
sertligini etkilemeden ylizey piriizliligiini arttirdigi, fakat yiizey biitiinliigiindeki
degisimin, biyofilmin daha fazla birikmesine neden olabilecegi de bildirilmistir
(11,261,262). S.mutans’1n yapay substratlarda kolonize olma yetenegi, dental materyal
ylizey biyodegradasyonu ve ikincil ciirliklerin restorasyonun degistirilmesinin ana

sebebi olan gelisimine yol agabilir (260, 263-267).

Derchi ve ark. (268) tarafindan yapilan ¢alismada indirekt kompozitler direk
kompozitlere gore daha az biyofilm olusumu oldugu bildirilmistir. Kompozitlerin
ylizeyinde meydana gelen derin ¢ukurcuklar, bakteri kolonizasyonu i¢in uygun yerler

olup dis fircalama ile kolaylikla uzaklastirilamamaktadir. Bu da biyofilm olusumu
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lizerine yiizey piiriizliliigii ve topografyasinin etkisi ile agiklanabilir. Test 6rneklerinden
Beautifull II, G-&nial , Clearfil majesty ES 2, Zlite all purpose body ve Sonic fill 2
yiksek S.mutans 1 ve L.rhamnosus 12 birikimi bunlarin yilizey o6zellikleriyle

aciklanabilir.

Calismamizda oral L.rhamnosus 12'nin c¢esitli restoratif materyallerde

S.mutans biyofilm olusumunu engelleyip engellemedigi; ya da biyofilm olusumunu
azaltip azaltilmadigi in vitro kosullarda incelenmistir. Bugiine kadar yapilan ¢aligmalara
bakildiginda genellikle standart bakterilerin kullanildig1 goriilmektedir. Calismamizda,
tilkemizdeki kisilerden izole edilen oral bakteriler kullanilmistir. Gerek patojen
bakteriler gerek laktik asit bakterisi Oncelikle test edilerek en uygun kiiltiirlerin
segilmesine 6zen gosterilmistir. Ulkemizden izolatlarin test edilmesi bu laktik asit
bakterisinin standart bakterilerine gore daha yararli olabilir. Probiyotik 6zellik susa
0zgl bir 6zellik oldugu i¢in en etkili olanin belirlenmesi yararli olacaktir. Literatiir
taramasinda restoratif materyallerde olusan biyofilm iizerine laktik asit bakterilerinin
etkisi ile ilgili bir caligmaya rastlamadik. Calismalarin biiylik ¢ogunlugu hidroksiapatit
lizerinde yada mikrotitrasyon plaklarinda yapilmigtir. Laktik asit bakteri ¢alismalart ise
sadece S.mutans sayisinin ¢esitli gidalar ile azalip azalmadigi ile ilgili ¢aligmalardir. Bu
nedenle bizim calismamiz restoratif materyallerde biyofilm olugmasma laktik asit
bakterilerinin etkisini gosteren ilk ¢aligmalardan biridir.

Ancak bu ¢alismada biz olusmus bir biyofilm iizerine etkisini aragtirmadik. Daha sonra
yapilacak ¢aligmalarda arastirilmasi faydali bilgiler verebilir. Bu veriler restoratif materyal
iireticilerine yararli bilgiler verebilir. Bu konuda yeni materyal iiretiminde bu hususun goz
ard1 edilmemesi gerektigi ortaya ¢ikmaktadir.

Calismamizda belli bir etki gordiigiimiiz L.rhamnosus 12 'nin in vivo olarak

denenmesi ve dogal agiz ortaminda davranisinin incelenmesi yararli olacaktir.
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6-SONUCLAR

1) Calismamizda yapilan testler sonucu patojen bakteri olarak restoratif materyallerde en
yiiksek biyofilmi olusturan S. mutans 1 ve antibiyofilm olarak probiyotik bakterilerden

L.rhamnosus 12 tespit edilmistir.

2) Biyofilm olusumunun izlenmesinde canli bakteri saymmi Oonem tagimaktadir. Her
materyal icin mikrotitrasyon yontemi her zaman dogru sonucu vermeyebilir. Bunun

mutlaka dogrulanmasi gerekmektedir.

3) Bakteri sayimlarina baktigimiz zaman ise spektrofotometrik Sl¢limlerde elde edilen
sonuglardan farkli degerler elde edilmistir. Biyofilm olusumu materyallerin tipine bagl

olarak degismistir.

4) S.mutans 1 test edilen restoratif materyallere gore farkli oranlarda biyofilm

olusturmustur.

5) SEM ile morfolojik goriintiilerinin incelenmesinde S.mutans 1’in test edilen biitiin
restoratif materyallerde yiizeyini kapladig1 goriilmiistiir. Bu yapinin ¢ok katli yapiya sahip

oldugu izlenmistir.

6) Mikrotitrasyon yontemine gore S.mutans 1 grubunda en yiiksek biyofilm olusumu

G-@nial da, en diisiik biyofilm olusumu ise Equia Forte'de tespit edilmistir.

7) Mikratitrasyon yonteminde biyofilm olusumunun en diigiik olarak gorildiigii Equia
Forte de bakteri sayisi ¢ok yliksek bulunmustur. Burada biyofilmin diisiik olmasina ragmen
bakteri sayisinin yiiksek c¢ikmasin1i boyama yonteminin ve Equia Forte’nin yapisal

ozelligine bagh olarak boyay1 adsorbe etmesi ile iligkilendirmekteyiz.
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8) Biyofilmdeki bakteri sayisina bakildiginda restoratif materyaller i¢cinde en yiiksek
Equia Forte ve en diisiik Lava’da tespit edilmistir. Tespit edilen bakteri sayilar1 en
diistikten en yiikseye dogru Lava, Emax, Zlite all purpose body, Clearfil majesty ES ,
hidroksiapatit, Sonic fill 2, Beatiful II, G-@nial, Equia Forte seklinde siralanmigtir.

9) Biyofilmdeki S.mutans 1 sayilart hidroksiapatitte, Beautiful I ve G-@nial’da yiiksek
olmustur. Ancak Emax ve Lava'da bakteri sayimlar1 ile spektrofotometrik degerler

birbirleri ile uyumlu en diisiik olarak tespit edilmistir.

10) Biyofilm olusum miktar1 restoratif materyallerin yapisina gore Onemli oOlgiide

degismistir.

11)Restoratif materyallerdeki biyofilm olusumu pH ile iliskili olmamuigtir.

12) Flor salinimi olan Equia Forte ile Beautiful II de bakteri sayimlar1 yiiksek

bulunmustur. Florun inhibe edici etkisi goriilmemistir.

13) Probiyotik bakteri olan L.rhamnosus 12, Emax, Lava ve hidroksiapatitte ¢ok diisiik
biyofilm olustururken diger restoratif materyallerde degisen oranlarda biyofilm
olusturmustur. Ancak biyofilm miktar1 S.mutans 1" in olusturdugu biyofilm miktarindan

cok digiiktiir. Bu durum SEM goériintiileri ile dogrulanmustir.

14) L.rhamnosus 12, S.mutans 1 'nin restoratif materyaller iizerinde biyofilm olusumunu

onemli dl¢lide engellenmistir.

15) L.rhamnosus12‘nin salgiladig1 metabolik iirtinler ( fitreli uygulama) S.mutans 1 "nin

restoratif materyallerde biyofilm olusumunu ¢ok daha 6nemli 6l¢lide engellemistir.
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