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GIRIS VE AMAC

Down Sendromu, fazladan bir 21. kromozomun bulunmas: ile karakterize,
mental retardasyon ile birlikte tipik yiiz goriintimil ve diger anomalilerin de eslik ettigi
otozomal bir kromozom anomalisidir. |

Literatiirde, Down Sendromlu bireylerde, dis ¢iiriigii ile ilgili birgok ¢aligmaya
rastlanimugtir. Yapilan ¢aligmalarin biiyiik bir kisminda, Down Sendromlu bireylerde,
cliriik goriilme sikliginm, saglikli bireylere goére daha digik oranda oldugu
bildirilitken, iki grup arasinda gliriik goriilme sikligt agisindan fark gozlenmeyen
¢aligmalar da bulunmaktadir.

Dig ¢iiriigii, dis sert dokularmm, mikroorganizmalar tarafindan yikim ile ortaya
¢ikan patolojik olaylar zinciridit. Mutans streptokoklar, Lacrobacillus’lar  ve
Actinomyces tiitleri, ¢iiriik olugumunda 6nemli rol oynamaktadir. Ciirilk olugumunda,
mikroorganizmalarin yamt sita, kiginin beslenime ve oral hijyen aligkanliklart ile
tikiiriige baglt faktorlerin de etkili oldugu bilinmektedir.

Caligmanmuzin amaci; Down Sendromlu g¢ocuk hastalarda, ¢urik gotilme
sikliginin saghkli gocuklarla kargilagtirmali olarak incelenmesi ve ¢iiriife neden olan
faktotletin, immuﬁolojik, mikrobiyolojik ve molekiiler biyolojik yontemier kullantarak
degerlenditilmesidir.

Caligmamiza, 7-12 yag arasi cinsiyet ayrimi yapimaksizin 73 Down Sendromlu
¢ocuk ile aymi yag grubundan 70 saglikli ¢ocuk dahil edildi. Caligmamizin ilk
boliimiinde; atitenin egitim diizeyi, ¢ocuklarda karyojenik gida alim sikligi ve firgalama

aliskanhklarinimn kaydedildigi anket formlar1 dolduruldu. Hastalarin agiz i¢i muayeneleri



yapilarak, ¢iirlik ve plak indeksi degetleri kaydedildi. Stimtile tukiriik orneklerinde,
tikarik akimn hizi, pH’s1, tamponlama kapasitesi, sekretuvar immiunglobulin A (sIgA)
degeri ile Streprococeus mutans ve Lactobacillus degetleri incelendi.

Caligmarmizin son béliimiinde de, Down Sendromilu ve saglikli ¢gocuklardan elde
edilen S.mutans izolatlarimin, Arbitrarily-Primed Polimerase Chaitt Reaction (AP-PCR)
ile genotipik polimorfizim profillerinin ¢ikartlarak, S.mutans suglarmin farklilik gostetip

gostermedikleri aragtirilda.



1. GENEL BILGILER

1.1. KROMOZOMLAR

Kromozomlar, DNA ve histon olarak adlandirilan bazik yapidaki proteinlerin
bitlegitninden  olugmaktadir. Normal, saglikli yapidaki bir insan hiicresinde 46
kromozom bulutiur. Kromozomlar, tnikroskop altinda hiicre bélinmesinin metafiz
eviesinde incelenirler. Cegitli bantlama yontemleri ile boyandiktan ve fotograflar
gekildikten sonra, biiyiiklik ve sentromerletitiin yetlesimine gore dizilmesine karyotip

adt verilir (12). Resim-1.1"de saglikli bir bireye ait katyotip verilmistir.
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Resim-1.1. Saghkh bir bireye ait karyotip (46, XX)



Karyotipin yazum sirasinda Once kromozom sayisi, daha sonra cinsiyeti
belitleyenn kromozomlar ve son olarak, eger vatsa anomaliler belirtilit. Krotozom
anomalileri, sayisal ve yapisal olmak tizere ikiye ayrilmaktadir. Down Sendromu,

saytsal anomaliler icerisitide en sik rastlanilamudir (12).

1.2. DOWN SENDROMU

Trizomi 21 olarak da tarmlanan Down Sendromu, normal saglikli insatlarmn
karyotiplerinde iki adet bulunan 21. kromozomun li¢ adet olmasiyla karakterizedir
(50,134,138). Resim-1.2’de Down Sendromilu bireye ait karyotip verilmigtir. 1:600 ile
1:1000 siklikta canli dogumu etkileyen, gelisme geriligi ve mental retardasyon ile
kardktetize konjenital bir anomialidit (138). Etiyolojisinde; annenin yagi, hamilelik
sirasinda radyasyon, uyugtutucu ve alkol alimit gibi gesitli faktdrler bulunmaktadir.

Antie yagi ilerledikge goriilme sikligi artar, 25 yagindaki bir anne adayinda, Down

I B4 £ - .
i & g v ts IR
1 2 3 4 5
g B . . ' -
1Y) iy *g & £g L8 L9 W ]
gé, X ¥ i PN A ] |
6 7 8 9 10 i1 12
K Uythe i i [ oy o
23 % B ﬁ %% *Q‘ ¥ fi ¢ ﬁ
13 14 15 16 17 18
e A5 A - e _g &
19 20 21 22 X Y

Resim-1.2. Down Sendromlu bir bireye ait karyotip (47,XY,+21)



Sendromlu ¢ocuk dogurma riski 1/1250 olarak bildirilirken, 40 yagmdaki bir anne
adayinda bu risk, 1/100’e ¢ikar (134,138,167).

Down Sendromu, ilk olarak 1838 yilinda tanumlanmigtit (167). Seguin (164),
1846 yilinda bu anomaliye eslik eden bulgulart ortaya koymustur. John L.Down (64),
1866 yilinda yazm@ oldugu makalesitide Down Sendromlu bir olguyu bildirmigtit.

Klinik olarak benzer bulgular gosterern Down Sendromlu bireylerin %95°i
serbest trizomi, %3’ﬁ translokasyon ve %2’°si de mozaik yapidadir. Toplam kromozom
sayisi, serbest trizomik olgularda 47, translokasyon tipi Dowt Sendromlu olgularda
46°dir. Translokasyon tipinde, fazla olan 21 numarali kromozom, 13, 14, 15, 21 veya
22 nutnardli bir bagka kromozoma yapigik durumda olup, olgu, 47 kromozomluk
genetik bilgi tagir. Translokasyon tipi Down Sendromilu olgularin, yakligik %60°inda
atitie-baba kafyotipleri fiormaldir ve bu olgularda, translokasyon, ilk olarak gocukta
ortaya ¢ikar. Diger olgularda, arine veyd babadan birisinde dig goriiniim normal
olmasitia rafmen, 45 kromozom bulunur ve bu kromozomlardan birisi 21. kromozoiiia
yapigik durumdadir (12,167). Mozaik Down Sendromlu olgularda, postzigotik bolinme
hatasi sotiucu geligmekte olan embriyonun bir kisitm hiicreleri 46 kromozomlu, digerleti
de 47 ktomozomludur. Birden fazla farkli genetik yapidaki hiicre dizilerinin ayiit
organizmada bulutimasi s6z konusudut (167).

Down Sendromlu olgularin baglica klinik ozellikleri; yukari ¢ekik palpebral
aralik, irisin periferinde yuvarlak, kiigik, gri-beyaz renkte noktalanmalar (Brushfield
lekeleri), bag ¢evresinin kiigiik olmasi (mikrosefali), gozlerin birbirinden uzak olmasi
(hipertelorizm), goz kapaginin i¢ kisminda fazladan bir deri katlantist (epikantus), burun
kokiiniiti basik olmasi, diiz ve seyrek saglar, kisa, genig parmaklar, her iki e¢lde de

bulunabilen tek bir avug i¢i ¢izgisi (simian ¢izgi), kivrik beginci parmak (klinodaktili)



ve hipotonidir (50,64,138,167). Resim-1.3°de Down Sendromlu bir gocuk hasta
goriilmektedir. Geligim dénemindeki olgular, agit1 kilolu olma egilimindedir. Olgularda
boy kisalif1 izlenir. Hastalarin %40°nda konjenital kalp defektleri bulunur. %75 olguda
gevsek ve hiperkeratotik cilt dokusu izlenir. Gastrointestinal anomaliler ile bazi kulak
anomalileti ve igitme kayiplari da anomaliye eslik edebilen diger bulgular arasindadir

(138,167). Tiroid bezi bozukluklart da g6zlenebilir. Santral sinir sisteminde en Snemli

Resim-1.3. Down Sendromlu bir gocuk hastanm gdriinfimi

bulgu mental retardasyondur. Down Sendromlu bireylerde zeka katsayis1 (IQ) degeri,
siklikla 25-50 arasinda degigmektedir (12,138).

Maksilla, mandibulaya oranla yetersiz geligme gosterebilir. Buna bagh olarak
maksillada yer darli1 gozlenebilir. Cene yapisinin kiigtik ve dil kaslarmmn hipotonik
olmas1 nedeniyle dil, agi1z digina sarknms durumdadir. Dil, genellikle fisstirlii yapidadir.
Akromegalinin izlendigi nadir olgularda gergek biiyiik dil (makroglossi) izlenir. Damak
yiiksekligi, normale gore daha sigdir. Alt dudak hipotonik yapida olabilir. Bifid uvula,
dudak-damak yarigi, tonsillerin geniglemesi de bu duruma eslik edebilit. Agizdan
solunum ve angular chelitis, diger bulgular arasmdadir. Agizdan solunuma bagh olarak
kronik periodontitis ve solunum yolu enfeksiyonu izlenebilir (138,167). Down

Sendromlu olgularm %55’inde siit ve kalic1 diglerde mikrodonti goriiliir. Mikrodontiye



bagli oldrak didstemalara rastlanilabilir. Klinik kuronkir, kisa ve konik yapidadir.
Gomiiik digler de gozlenebilir. Olgularin %S50°sinde konjenital dig eksiklikleri goriiliir.
Hastalarda, en sik, 3. molar, 2. premolar, kalici {ist lateral kesici ve alt kesici diglerin
eksikligi ile hipodonti egilimi bulunmaktadir (167). Olgularda taurodontizm sik goriiliir
(6,104). Diglerde hipoplazi ve hipokalsifikasyonlar izlenebilir. Hipoplastik defektlerin,
uzun stireli ategli hastaliklara bagli oldugu ileri siiriiltiektedir (138). Kalp rahatsizliklart
niedeniyle, erken donemde sik ve yanlig antibiyotik kullaniming bagh olatrak diglerde
tetrasiklin renklenmeleri gozlenebilir. Okliizyotida Sttf ITT°e egilim vardir (138,167).
Down Sendromilu bireylerde dig ¢liriigii ve periodontal hastalik gorilme sikligi
ile ilgili birgok caligtia yapilmgtit. Oral hijyetiiti yetersiz olmasing bagli olarak
periodontal hastalik geligme olasilimin, Down Sendromlu bireyletde saglikli biteylere
orarild dalia fizla oldugu belirtilimistir. Plak ve gingival indeks degerletinin de saglikh
bireylere gore daha yiiksek oldugu bildirilmigtir (86,90,136,150,167). Dis ¢urigi
geligiminin, oral hijyen yetersizligine ragmen, saglikli biteylerden daha az oldugu Sne
stirtilmektedir (50,135,173). Down Sendromlu biteylerde dis ¢lrdgliniin daha &z
goriilriie tiederileri drasinda; ¢evresel fiuktorler, diyet ve oral hijyen aligkanliklart, siit ve
kalicr diglerde siitme gecikmesi, tiikiitik pH ve tamponlama kapasitesi degerleritin
yilksek olmasi, konjetiital dis eksiklikleri, mikrodontiye baglh olarak diastema varligi ve

diglerde fisstir yapisinin i olmasi sayilabilir (56,135,167,173).

1.3. IS CORUGU
A. Tammu
Dig ¢iiriigti, diy yiizeyinde miktobiyal aktivite ile baglayan, mific, dentin ve

sement dokularmin yikimu ile karakterize olaylar zinciridir. Ciirlik olusumunun, ortam



(dis, ¢iiriik), substrat (diyet) ve mikrofloradan olugan ii¢ ana faktoriin etkisiyle belli bir
zaman siirecinde meydana geldigi kabul edilmektedir (14). Ciiriik oluglumunda etkisi

olan bu faktérler, Sekil.1-1°de sematize edilmigtir.

Sekil.1-1: Ciiriik olusumunda etkili faktorler

Fiktiruk-Plak

B. Etiyolojisi

1. Dis etkenler

1.1. Diyet (Substrat)

Apiza ahinan besinler, plak florasindaki mikroroganizmalar i¢in de besin kaynagi
olugturmaktadir. Dis ¢iiriigii, besinlerin agizdaki mikroorganizmalar tarafindan fermente

edilmesi sonucunda ortaya ¢ikan asitlerin etkisi ile ortaya ¢ikmaktadir. Asit olusturan



mikroorganizmalar, fermente edilebilir karbonhidratlar1 ve 6zellikle sukrozu kullanarak

karyojenik etki gosterirler (181).

1.2. Zaman

Bireye ait uygun ortam, uygun substrat ve bu substrati fermente edebilen
mikroorganizmalarin varliginda, ortamda olusan asidin, dig sert dokusunun yikimina
neden oldugu bilinmektedir. Dis ¢iiriigiiniin olugmasi igin gerekli olan tiim bu

faktorlerin, belli bir siire bir arada bulunmasi gerekmektedir (46,91,95)

2. Bireye ait faktorler

2.1. Dis yapisi

Ciirik olugumunda rol oynayan faktdrlerden bir tanesi de diglerdir. Disin
morfolojik yapismin, plak retansiyonuna elverisli, dis sert dokularmin asitlere kargi
dayaniksiz olmasiun ve dig dizisindeki diizensizliklerin ¢iiriikk olugumuna neden oldugu

bilinmektedir (46).

2.2. Tiikiiriik

Tikiiriik, agiz dokularimi yikayan ve agiz boglugunun saghikli dutumunun
devamliligt igin temel olan, major ve mindr tilkiiriik bezleri tarafindan salgilanan, insan
viicudunun en 6nemli sekresyonlarindan birisidir. %99-99,5’u su olan karigik tiikiiriigiin
geti kalan kismy, proteinler, glikoproteinler, lipidler gibi biiyiik organik molekiillerden,
glikoz ve iire gibi kiigiik organik molekiillerden ve fosfat, klor, kalsiyum, sodyum,
potasyum, magnezyum gibi elektrolitlerden olugmaktadir (62,96,106). Tikirtgiin

baglca organik bilegenleri, tiikiiriikk enzimleri, mukoproteinler ve serum proteinleridir.
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Az miktarda da karbonhidratlar, tire, amonyak, aminoasitler ve vitaminler bulunur.
Tiikiiriik igerisindeki lizozim ve laktoperoksidaz enzimleri, dnemli antimikrobiyal
maddelerdendir (27,96,102,162,178).

Tikiriigiin normalde yogunlugu, 1003 - 1009; vizkozitesi, 19-35; pH’st da
6,7-7,1 arasindadir (55,62,96). Yapilan galigmalar, agizda normalde yaklasik 1 ml
tilkiirik oldugunu gostermistir (52,96). Saglikli bir insanda gunliik tiikiirik saliim

miktar 1-1,5 litredir (96).

2.2.1. Tiikiiriik akim hiz

Tikiirtigiin yapisina etki eden, en onemli faktorlerden birisi, tikiirik akim
hizidir. Stimiile olmamug tikirtgin akim hizi, yetigkinlerde dakikada yaklagik
0,3-0,4 ml, 5 yag ve altindaki g¢ocuklarda, dakikada 0,2 ml’dir. Stimiile edilmis
tikiirtigtin akim hizt ise yetigkinlerde 1,5-2 ml/dakikaya, ¢ocuklarda ise 1 ml/dakikaya
gikar (72,96). Tikiirikk akim hizi, viicut fonksiyonlarma gore giin igerisinde degisiklik
gosterir. Tiikiiriik miktar1 azaldiginda, tiikiirtigiin yikayic1 ve koruyucu etkisi ortadan

kalkacag igin, ¢iiriik olugma hizinin arttig1 bildirilmigtir (25,58,106,109,120,128).

2.2.2. Tiikiiriik pH’s1

Ciiriige neden olan en dnemli etkenlerden birisi de tikiirik pH’sidir. Tikiiriik
pH’sinin normal degeri 6,7-7,1 arasmdadir (30,96). Glikoz veya monosakkaritler,
apizda bulunan mutans streptokoklar tarafindan fermente edilerek tiikiiriik pH’sini
asidik hale getirir (60,153). Tikiirik pH seviyesi ile ¢iiriik goriilme siklig1 arasinda

negatif bir iliski oldugu bildirilmistir (5,105).
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2.2.3. Tiikiiriik Tamponlama Kapasitesi

Tiikiiriik icerdigi, bikarbonat, fosfat ve amfoterik proteinler sayesinde, tampon
gorevi gérmektedif. Tiikiirtikte bulunan tampon maddeler, agiz igerisindeki sert ve
yumusak dokulari, kimyasal etkilerle yaralanmalardan ve bakterilerin asit firetimi ile
olugturduklar1 zararli etkilerden korumada yardimci olur. Tikiriiftin tamponlama
kapasitesi, dig ¢liriiklerinin 6nlenmesinde dnemlidir (30,96,120,162).

Tikdirtikte bulunan bikarbonat, dental plaga difiize olarak mikroorganizmalarin
karbonhidrattan meydana  getirdikleri asidi notralize etme Ozellifine sahiptir
(11,65,96).

Tikiirtgiin, diy sert dokularmmn ve oral mukozamn bitlinliigiinii korumak,
¢igneme, yutma ve konugmayi kolaylagtirmak, agiz boslugundaki duyusal; sindirimsel
ve kimyasal olaylarin olugsmasina yardimci olmak gibi fonksiyonlar1 bulunmaktadir
(29,96).

Tiikiiriigiin yikayici etkisi, tiikiiriik miktars, akim hiz1 ve tilkiiriik yapisina gore
farkhllik gosterir. Tiklriik, plaktaki mikroorganizmalar tarafindan olusturulan
fermantasyon {iriinii asitlerin ortamdan uzaklagtirilmasin saglar. Ag1z i¢i ve mikrobiyal
plak pH’si1 nétr duruma getirir (96,170).

Tikiiriigiin, patojen mikroorganizmalar lizerinde bakterisid etkisi oldugu kabul
edilir (96).

Tikiriiglin  agz-dis sagligt agisindan Onemi birgok aragtrma ile ortaya

konmustur (5,30,58).
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Mandel ve Watman (128), tlikiiriigiin ¢lirlik olugumunu énlemedeki etkinliginin;

1. Mekanik temizleme ile dig ylizeyinde bakteri birikimini Snlemek,

2. Yiiksek yogunlukta kalsiyum-fosfor ve florlir saglayarak mine ¢dzliniirlGligtint
azaltmak,

3. Karbonhidrat-bikarbonat sistemi, fosfat ve amfoterik protehﬂér, tire ve NHj ile
plaktaki asidojen mikroorganizmalarin olugturdugu asitleri notralize etmek,

4. Igerdigi IgA, lizozim, laktofertin ve laktoperoksidaz ile antibakteriyel aktivite

gostermek oldugunu ileri stirmiislerdir.

2.3. immunglobulinler

Antikorlar, sivisal immuniteden sorumlu temel molekiillerdir. Serum
elektroforezinde, gamaglobulin fraksiyonunda bulunurlar ve immunglobulin (Ig) olarak
isimlendirilir. Immunglobulinler, insanlarda beg cesit (IgM, IgG, IgA, IgE, IgD)
yapidadir (34,63). -

IgM: Genellikle primet immun cevapta sentezlenir. Pentamer yapida olup,
molekiiler agirligi, 900.000 Dalton’dur. Bakteri ve virlislere kargt bagigiklikta en etkili
antikordut. Kanda 5-6 giiniin sonunda pargalanir.

IgG: Insanda dort alt tipi (IgG, IgG,, IgGs ve IgGy) bulunur. Molekiiler agiligi,
150.000 Dalton’dur. Plasentayi gecebilen tek antikor cesididir, Kanda 23 giin aktif
kalabilen en uzun Omiirlii Ig tlirtidiir. Parazitlere karg: sentezlenen bazi IgG’ler alletjide
etkindir.

IgA: Mukozal antikorlar olarak bilinen IgA’lar dimerik yapida aktiftir. Molekiil
agurligi, 400.000 Dalton’dur. Mukozalar altindaki lenfoid dokularda sentezlenir. Agiz,

g0z, trakea ve bagursaklar gibi mukozal dokularin korunmasinda etkili antikor gesidini
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olugturur. Ttim immunglobulinlerin 1/6’sin1 olugturah IgA, insan tikktirtigtinde lizozimle
bitlikte bulunan bir polipeptiddir. Tikiirikteki IgA salgist, yasa ve cinsiyete bagl
olarak degigiklik gosterir. Genglerde, yaglhlara oranla, erkeklerde de kadlara oratila
daha diigiik sekresyon goriliir. A1z boslugunda uzun siire bozulmadan kalabilmektedir
(63).

IgE: Amnafilaktik tip allerjide etkili olan reajinik antikordur. Molekiler
agirbklari, 190.000 Dalton’dur.

IgD: Antikor gorevi kesin olarak bilinmemektedir. Vitjin B lenfositlerinin
ylizeyinde IgM’ler gibi reseptor gorevi goriir (68).

Tikirikteki Ig’ler, 4 mg/100ml’dir. Tukiirikteki temel immunglobulin,
sekretuar IgA (sIgA)’dir (119,133,154). Tikiirtikte bulunan sIgA, tikiirik bezlerinin
bag dokusu plazmia hiicreleri tarafindan yapilir. sIgA,; ve sIgA, olmak tizere iki alt tipi

bulunur. Yetiskinde dinlenme durumunda yaklagik, 100-300 pg salgilany. Proteolitik

notralizasyonunda etkilidir. sIgA ile kaplanan bakteri hiicreletinin dislet ve miik6z
membran yizeyleritie yapigma egilimlerinin azaldigt distintilmektedir (96). sIgA’nm

yapist gematik olarak Sekil-1.2°de goriilmektedit.

= fil
IgA monomeri J zinciri

Serbest salg1 parcasi

Sekil-1.2. sIgA’nn yapisi
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Immunglobulinlerin, radiyal immunodifflizyon, radiyal mmunoelektrodiffiizyon,
radiyoimmuno assey, ELISA (Enzim Linked Immuno Sorbent Assey), nefolometti
yontemleri gibi ¢esitli yontemlerle degerlendirmeleri yapilmaktadir. En sik kullanilan
yontem, radiyal immunodifflizyon ySntemidir (36,63,68).

Ciriik olusumu ve S.mufans’a ait antikorlar arasmndaki iliski aragtirilimig ve
gliriik egilimi diisik olan bireylerde, tilkilriikte immunglobulin seviyesinin yiiksek
oldugu belirtihhistir (47,87,146,157). sIgA degeri ile dig ¢lirtigli arasindaki iligki tam
olarak anlagilamamis olsa da, tnegatif bir iligki oldugu dusiiniilmektedir
(27,32,37,47,48,81,87,116). Hayvan ¢aligmalari, sIgA’nin ¢iiriik olugumunu OSnleyici
etkisi oldugunu goéstermistic (146). sIgA degerinin mutans streptokoklara karsi
kotuyucu etkisi tanimlanmugtir (73). DMFT degerleri yiiksek olan bireylerde, sIgA

degerlerinin anlamli diizeyde diisik oldugu bildirilmistir (47,116).

24. Plak
Plak mikroflorasi, 6zellikle karbonhidrathi yiyecekleri fermente ederek, agiz
igerisinde asit tiretimine katkida bulunur. Plak pH’si, kisa bir stirede ¢liriik olugumunu
baglatacak bir séviyeye gelir. Ttkirtk ve plaktaki, kalsiyum, fosfat ve florun, mineyi,
asitlerin ¢oziicti etkisinden koruyamadiklari bu pH’a kritik pH ad1 verilir ve 5,5 olarak

kabul edilir. Bu degerin altinda, digin inorganik bilesenlerinde erime gozlenir (89).

2.5. Mikroorganizmalar
Ag1z ekolojisi, mikroorganizima, konakgi ve disleri igine alan dengeli bir

sistemdir (89). Bakteriler, aizda, mukozal membranlara veya dis {izerindeki kazanilmig
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mine pellikiiltine yapigarak kolonize olutlar. Tiirletin gogu, optimal nétral pH’da tirerler.
Diyet ile alinan karbonhidratlarin agizdaki mikroorganizmalar ve enzitmler yoluyla .
pargalanmast sonucu agifa ¢ikan, ottamin pH’si digiiriir. Agiz boslugu, gesitli
hastaliklara yol agabilen farkli mikroorganizmalar barindirr. Mikroorganizmariin
bulunmadigi  bir ortamda, dis ¢litliglinin ~ olugmayacagi  bilinmektedit
(10,14,17,46,89,129).

Ciriik etiyolojisinde mikroorganizmalarin  varhigt, asagidaki sekilde
Ozetlenebilir;

1) Germfrec hayvanlarda dig ¢iiriigii olugniaz,

2) Antibiyotikler, deney hayvanlarmnda ¢iirtik giddeti ve insidansi tizerinde

azaltic1 etkiye sahiptir,

3) Tamamen siirmemis dislerde ¢iiriik olusumu gozlenmez,

4) Oral bakteriler, in vitro sartlarda da mine ve dentin dokularini demineralize

ederek ¢lirlik benzeri lezyonlar olusturur,

5) Mikroorganizmalarm ¢lirik mine ve dentin dokularina invaze olduklar

histolojik olarak gosterilmistir (46).

Mikrobiyolojik ¢aligmalar, ¢iiriik olusumunda en 6nemli mikroorganizma
gruplarmin, mutans streptokoklar, Lactobacillus’lar ve bazi Actinomyces tlrleri
oldugunu géstermigtir. Mutans streptokoklar, ¢iirilk baslangicindan, Lactobacillus’lat
dentin qﬁrmdeginden ve Actinomyces’ler de kok ¢iirigli lezyonlarndan sorumlu
tutulurlar (60,152). Mutans streptokoklar ve Lactobacillus’lar ile giiriik prevalarisi

arasmda pozitif bir iligki varhig: bildirilmigtir (20,174,175).
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Ag1z florasindaki mikroorganizmalarin 6zellikleti;
1) Yagamlarim ve geligimlerini dig yiizeylerinde siirdiirtirler,
2) Diigiikk pH’da sekerden asit iiretirler,

3) Sekerden polisakkarit sentezi yapatlar (46).

2.5.1. Lactobacillus’lar

Lactobacillus’larm  dis  ¢iiriigiiniin ~ etiyolojisinden sorumlu  olduklari
bilinmektedir. Gram (+), katalaz negatif, fakiiltatif anaerob, spor olusturmayan gubuk
seklinde bakterilerdir. Agizdaki Lactobacillus sayisi ile di§ ¢iiriigti arasmdaki iligki
varligi, ilk olarak 1920°li yillarda rapor edilmistir (41,95). Afiz ortamina agik, derin
¢liriik lezyonlu diglerin restorasyonundan sonita, tiikiiriik Lactobacillus sayisinda azalma
tespit edilmigtir (95). Insanlarda Lactobacillus ttrleri, tikiriik, dis ylizeyleri, dil sitts,
vestibiiler mukoza ve sert damaktan izole edilebilir. Glikozdan laktik asit ve asetik asit
iitetebilen thrleri bulunur. Asidojenik mikroorganizmalardir. Dis yiizeylerine fazla
afinite gostermezler. Cesitli Lactobacillus tirleri, dig ¢lirtigiintin ikinci 6nemli patojeni
olarak digtintiliir. Ag1zda ve giirikkte en sik rastlanan Lactobacillus tirleri; L. casel,
L. fermentum, L. acidophilus, L. salivarius, L. plantarum, L. cellobiosus, L. buchneri ve
L. brevis’dir (8,95,143).

Lactobacillus’larin, ozellikle dentin dokusunun yikiminda, ¢lirliglin  ileri
evrelerinde etkili olduklar: saptanmistir (8,20,41,95).

Tikiiriik, plak ve dig ¢iiriigii 6rneklerinden Lactobacillus izolasyonu igin segici

besiyerleri olan Rogosa agar ve MRS agar kullaniimaktadir (2,59).
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2.5.2. Oral Actinomyces’ler

Dental plak mikroflorasinin 6nemli bir bokimiinti olustururlar. Ozellikle
aproksimal yiizeylerde ve digeti olugunda bulunurlar. Kok ylizeyi ¢lirligti ve gingivitis
ile iligkili olduklar1 belirtilmigtir. Koronal giiriiklerin olusumunda da rol oynadiklari
digtiniilmektedir. Gram (+), hareketsiz, filament6z yapidadirlar (60).

Actinomyces’ler, agiz igerisindeki bant ve braketlere yapigma 6zellikleri nedeni
ile plak olugumuna yardimei olurlar. Buna bagli olarak plak yapimunda rol oynadiklar:
ve asit olugturarak ¢lirligl baglattiklar: bildirilmektedir. En sik rastlanan Actinomyces
tiirleri; A. israelli, A. viscosus, A. naeslundii, A. odontolyticus ve A. arbovis’dir. Clitik

olugumunda etkili oldugu bilinen ttirleri, 4. viscosus ve A. naeslundii’dir (139).

2.5.3. Mutans streptokok grubu

Dig ¢lirtigii, spesifik streptokoklarin neden oldugu enfeksiyoz bit hastalik olarak
da tanimlanabilir. Dig ¢iiriiklerinin mikrobiyal etiyolojisi, en gok mutans streptokoklarin
metabolik aktivitesi ile iligkilidir (20,89). Mutans streptokoklar, dis ylzeyi Uzerinde
sakkarozdan iirettikleri ekstraselliiler polisakkaritleri biriktirme ve yapistirma
kapasitesine sahip bakterilerdir. Asidojenik ve asidiirik oOzelliktedir. 1986 yilinda
yapilan bir simuflandirmaya gore; streptokoklar ii¢ gruba ayrilmugtit; Enferococcus,
Lactococcus, ve Streptococcus (92). Giinlimiizde gegerli olan smiflandirmada
Enterokok’lar,, bu grubun  diginda tutulmustur. Streptococcaceae familyasi
Streptococcus ve Lactococcus cinslerini igerir (112).

Mikroofg‘animnalarm, zorunlu aerobik ve zorunlu anaerobik olarak iki grupta
toplanmasmm dogru olmadii one siiriilmektedir. Birgok organizmanm, bu iki ug

arasindaki oksijen konsantrasyonlarinda da yagsayabilecegi bilinmektedir. Aerobik
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organizmalarin bir kismi, fermentasyonla veya anaerobik solunum yolu ile hayatlarini
siirdiirebilit. Bu tiir organizmalar, fakiiltatif anaerop olarak isimlendirilir. Mutatis
streptokoklar fa];ﬁltatif anaerop bir metabolizmaya sahiptir. Oral kavite g¢esitli
bakterileri barmdmrmasina ragmen, dental ¢iiriiklerin mikrobiyal etiyolojisi, oncelikle
mutans streptokoklarin metabolik aktivitesi ile iligkilidir (92,115).

Oral streptokoklarin siniflandirilmasi, Tablo-1’de verilmigtir.

Viridans grup streptokoklar olarak da bilinen oral streptokoklar, ¢zellikle oral
kavite, gastro veé {rogenital yollardan izole edilen heterojen grup bakterilerdir. Bu
bakterilerden, mutans grup {iyeleri (S.mutans ve S.sobrinus), dis ¢liriigtinden sorumlu
tutulurken; ozellikle anginosus (S.angiriosus, S.intermedius, S.constellatus) ve mitis
(S.mitis, S.oralis, S.infantis, S.peroris) gruplary, karacifer ve beyinde derine yetlegen
apseler, infektif eﬁdok’arditis ve septisemi gibi ekstraoral hastaliklara eslik edebilir

(38,125).

Streptococcus sanguinus:

Diy yiizeyinde kolonize olan streptokok tiitlerinden en sik rastlanilamidir. Sferik
ve oval gekilli, 0,8-‘1_,2 pum ¢apinda, orta veya uzun zincirler olusturur. Digler tizerinde
kolonize olabilir. Genellikle fisstir ¢lirliklerine neden olur. Sakkaroz igeren ortamda
ekstraselliiler polisakkarit (EPS) olusturan koloniler, sert, piirlizlii ylizeyli, kiimeler
halinde ve agara yapisik olarak bulunur (92). Kanli agar iizerinde, genellikle a-hemoliz
yaparak trer. Hidrojen peroksit firetir, arjinin ve eskiilini hidrolize eder. S.sanguinus,
acrobik ortamda treyebilir, c¢ogalabilmesi igin karbonhidratlara ve aminoasitlere

gereksinim duyar (91).
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S.sanguinus, genelde dental plaktan ve daha az olarak da agiz igerisindeki diZer

boliimlerden izole edilir (139).

Tablo-1.1. Oral streptokoklarin siniflandirilimasi

Mutans Anginosus

Grubu -S.mutans Grubu -S.anginosus (S.milleri)
-S.sobrinus -S.contellatus
-S.cricetus -S.intermedius
-S.rattus
-S.ferus
-S.macacae

Mitis

Grubu -S.oralis
-S.mitis
-S.infantis
-S.peroris
-S.cristatus

(83)

Streptococcus salivarius:

0,8-1,0 um capinda, sferik ve ovoid sekilli hiicrelerdir. Mitis-salivarius-

basitrasin (MSB) agar besiyeri lizerinde, genis kiimeler olusturan, mukoid koloniler
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halinde goriiliit. Kanlt agarda hemoliz olugturmaz. Sakkaroz igeren besiyerinde, suda
¢Oziinen bir fruktoz polimeri olan levan olugturur. Dental plak, bogaz, nazofarinks, oral

mukozada ve dil surtinda bulunur (92,130).

Streptococcus vestibularis:

Vestibiilet mukozadan izole edilmektedir. a-hemolitik streptokok grubu olarak
tanimlanit. Sakkarozdat ekstraselliiler polisakkarit olugturmaz. Laktozdan asit
tiretebilir. Mannitol, sorbitol, iniilin ve rafinozu fermente etmez. Hidrojen peroksit ve

{ireaz liretir (92,130).

Streptococcus milleri:

Ciftler veya zincirler halinde sferik ve ovoid gekilli hilicrelerdir. Kanli agar
tizerinde hemoliz yapma szellikleri degiskendir. Saglikli bireylerde, dis yiizeylerinden,
digeti olugundan, nazofarinksten, bogazdan, ayrica viicudun degisik bolimlerinde

olusan apselerden izole edilir (92).

Streptococcus mitis:

MSB agarda yumugak, daitesel, siyah-kahverengi kolotiler olusturabilen
heterojen bir tiirdiir. Sakkarozdan ekstraselliler polisakkarit sentezlemez. Intraselliiler
polisakkaritler olugturabilir. Kanli agarda a-hemoliz yapar. Yapilan galigmalarda,
bogazdan, agiz 'boslugundan ve kandan izole edildigi belirtilmektedir (89,92).

Karbonhidr;t antijenleri esas alindiginda, mutans streptokoklar, 8 serotipe (a-h)
ayrilir. Dental plakta bulunan baglica mutans streptokok serotipleti, c/e/f (S. mutans) ile

d/g (S.sobrinus) olmak fiizere iki alt grupta toplanir. Serotip a (S. cricetus) ve serotip b
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(S. rattus), genellikle siganlardan izole edilirken; serotip h (S.downei), maymunlarin
dental plagitdan izole edilebilir (74,83,91,123). S.mutans serotipleri igerisinde serotip c,
en sik izole edilen tipidir (95). Mutans streptokok grubunun ozellikleri Tablo-2’de

veriltiigtir,

Tablo-1.2. Mutars streptokok grubunun $zellikleri

Smutans  cef 3638  RhaGle

S.sobrinus dg 44-46 Rha, Gic, Gal
S.cricetus a 42-44 Rha, Glc, Gal
S.rattus b 41-43 Rha, Gal, Gro
S.macacae c 35-36 T
S.downei h 41-42 T
S.ferus c 43-45 Rha, Glc

Rha: ramnoz; Gle: Glikoz; Gal: Galaktoz; Gro: Gliserol; T: Tamimlanamanms

92)

Streptococcus cricetus (serotip a): 0,5 pum gapinda, zincirler veya ¢iftler halinde
bulunur. Sakkaroz igeren agarda, 1 mm ¢apli, pliriizlii ylizeyli kiimeler, kanli agarda
2-3 mim ¢apinda, diizgiin yiizeyli yuvarlak koloniler olugturur. Fakiltatif anaeroptur.

Insanlardan nadir olarak izole edilit (92,130).
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Streptococcus rattus (serotip b): 0,5 pm ¢apinda, zincirler veya giftler halinde
bulunur. Gram (+) 6zelliktedir. Arjinin ve eskiilini hidrolize eder. Hidrojen peroksit

{iretmezler. Sakkarozdan ekstraselliiler glukan sentezletler (92).

Streptococcus ferus (serotip ¢): 0,5um c¢apinda, giftler ve zincirler olusturan
Gram (+) koklardir. Sakkarozdan ekstraselliller ve intraselliiler polisakkarit tiretirler.

Insandan izole edilmez (92,130).

Streptococcus macacae (serotip c): Insan orijinli degildit. Mannitol, rafinoz ve

sorbitol fermentasyonu yaparlar ve eskiilini hidrolize eder (92).

Streptococcus sobrinus (serotip d,g): 0,5 um ¢apinda, ¢iftler ve uzun zincirler
halinde bulunan, Gram (+) koklardir. Sakkaroz igeren agarda 1 mm gapinda, plirtizli
yiizeyli, kiimeler halinde bulunur. Bazi tlrleri kanh agarda a-hemolitiktir. Curik

lizerinde etkili oldugu gosterilmigtir (92,94,130,168).
Streptocqccus downei ( serotip h): Insandan izole edilemez (92).

Streptococcus mutans (serotip c,e,f):

S. mutans, 1924 yilinda ¢iiriik diglerden J. Kilian Clarke (49) tarafindan izole
edilmis ve tammlanmigtir. Derin dentin ¢iiriiklerinde kiiglik zincitler olugturan
coccobasillere rastlanmiy ve bunlarin mutasyona ugramis streptokoklar oldugu

diistiniilerek S.mutans ad1 verilmigtir (49,92).
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Hiicreler, genel olarak, sferik veya ovoid sekilli, 2 pum g¢apindan daha kiigiik
(0,5-0,75um), ¢iftler veya kisa wve orta uzunlukta zincirler halinde bulunur.
Kapsiilsiizdiir. Koloniler hareketsiz, katalaz (-) ve Gram (+)’dir. Kanli agar tizerinde
aniaerobik sartlarda 48 saatte beyaz veya gri renkte koloniler olugturur
(91,92,124,126,130).

Tikirik ve dental plaktan en yaygin izole edilebilen mikroorganiztha olan
S.mutans’in, dis ¢lrlifiintin baglangic ve iletleme agamasinda Onemli roli oldugu
gosterilmistir (21,42,132).

Oral streptokoklar iiremek igin, amino asitlere, peptidlete ve proteinlere,
katbohidrat kaynagina, yag asitlerine, vitaminlere, purit ve pirimidinlere, inorganik
iyonlata ihtiyag duyarlar. Inkiibasyonun, % 5 CO, igeten bir ortamda yapilmasi
uygundur (91). Mutans streptokoklat ve S. mutans ile ilgili ¢aligmalarda, anaerobik
ortan saglamak icin jarlar ve kitler, CO,, Hy, N; (% 10, % 10, % 85) kanigim gazlar
veya % 95 Np+ % 5 CO, kullanilmasmin gerekli oldugu bildirilmistir (38,91,92).

Kan agarinda, iki giinliik anaerobik inkiibasyonda koloniler beyaz veya gti
tenkte, 0,5-1,0 mm ¢apmda, bazen oldukga sert ve besiyeri lizerinde yapigik
durumdadit. Genellikle o veya non-hemolitiktir, fakat p-hemolitik suslarnn da
bulunimaktadwr. Kati ortamda gozlenen morfolojileri, plirlizli, diizglin ylzeyli ve
mukoid Ozellikte kolonilerdir. Asidik veya kat1 ortamlarda 1,5-3 pum uzunlugunda
gubuklar olugturur. Ideal tireme sicakligi 37°C’dir (61,78,88,92,130,153).

S. mutans igin en sik kullanilan iki segici besiyeri de sakkaroz igerir. Bir kisim
tirlerin bu substratt kullandrak ekstraselliiler polisakkarit Uretmeleri karakteristik
koloniler olugturur. Bu iki besiyeti, Triptikaz-Maya Ozitii-Sistin Agar + % 5 sakkaroz

(TYC) ve Mitis Salivarius Agar (MS)’dir (161). Bunun yaminda, TYCSB agar; TYC
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(Triptikaz-maya oziitii-sistin) agar, sakkaroz (% 15-20) ve basitrasin (0,2 U/ml) igerit.
S.mutans, TYCSB agarda karakteristik koloniler olugturur. Koloniler; piiriizli,
kiimelenmis, dlizensiz, buzlu cam goriinlimiindedir. Beyaz, gri veya sari renkte olup
0,5-2 mm qapm&adlr. Koloni tizetinde bir sivi damlasi (suda ¢Oziinlir glukan) ve
¢evresitide yogun kivamda polisakkarit tiretir (182). S.mutaris, MSB agarda, kiigiik,
diizensiz sinurli, opak, buzlu cam goOriiniimiinde, kabarik, koloniler olugturur (80).
Kullanilan diger bir besiyeri; GSTB agar; Glikoz-sakkaroz agar, potasyum telliirit ve
basitrasin (177), TSYZOB agar, triptikaz soy agar, maya Oziitil, sakkaroz ve basitrasin
(163), MSKB agar ise, Mitis-salivarius agar, sorbitol, kanamisin ve basitrasin igerir
(110). Eltem ve Ertugrul (66), yaptiklar1 g¢aligmada 18 goniillii gocuktan aldiklari
tikiirik oOrneklerindeki S. mutans ve S. sobrinus diizeylerini dort farkll segici
besiyerinde (MSB agar, TYC agar, TYCSB agar ve TS20B agar) incelemiglerdir.
Aragtrma sonucunda MSBA’nin segici 6zelliginin gok daha fazla oldugunu buna
kargiik TYC agar, TYCSB agar ve TS20B agarda tlkiirik mikroflorasinin diger
tiyelerinin de degisen oranlarda lireyebildigini gézlemiglerdir. Bunun yaninda Alpoz ve
ark. (7), TYCSB ve TSY20B agarin TYC agara gore daha segici oldugu bildirilmigtir.
S.mutans’in afizda ilk olarak yerlesmesi, diglerin siirmesi ile retansiyon
bolgelerininn olugmasma baglidir. Aktif ¢iiriiklii bireylerin tiikiirik ve dental plak
orneklerinden ¢ok sayida izole edilmektedir. Tikiirik, tlim mikroorganizmalarla
redksiyona girebilen glikoproteinler, immunglobulinler, laktoperoksidaz, lizozim ve
laktofertin gibi antibakteriyel sistemleri igermektedir. Bu bilesenler arasindaki
etkilegim, bakteriyel yapigmada ve bakteriyel baglanmanmn inhibisyonunda etkilidir

(33,149). Epidemiyolojik g¢ahigmalar, ¢ocuklar ve geng erigkinlerde mine gliriigtinde;
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yashlarda kok ¢iiriiklerinde; bebeklerde biberon giiriiklerinde en onemli etkenin
S.mutans oldugunu gostermektedir (44).

Mutans streptokoklar, izolasyon sonrasi elde edilen koloniletin fenotipik
karakterlerinin tespit edilmesine yonelik testlerin yapilmasi ile tanimlatur (92).

Mutauns streptokoklarin biyokimyasal 6zellikleri, Tablo-1.3de verilimistir.

Son yillarda, oral mikrobiyoloji alaninda yapilan ¢aligmalar ile S.mutans’in
genotipik  Ozellikleri  belirlenmeye  ¢ahigilmugtir.  Kromozom  yapismdaki
Guanin + Sitozin (G + C) igerigi ve DNA hibridizasyon galismalart, S. mutans titleri
arasiida belirgin fatkhiliklar oldugunu géstermistir (26,92,118).

S.mutans"m klasik yOntemlerle identifikasyonunun yanmda, son yillarda bu
bakterinin bulunmasi ve tanimlanmasinda DNA problari da kullamilmaktadir. S.mutans
yiizey proteinleri ve hiicte geperi bilegenleri genleri olan, SpaP ve wapd veya
glukoziltransferaz, fruktoziltransferaz ve dekstranaz enzimleri genleri olan gifB, fif veya
dex genleri, PCR ¢ahgialarinda prob olarak kullamlarak hedef segilmektedir

(4,97,107,137).
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S. mutans Tiplendirme Yountemleri

S. mutans izolatlarinin tiplendirilmesi, epidemiyolojik ¢aligmalarda, bakterilerin
gegis yollarinin saptanmasinda, hastaliklatin spesifik bakteri tiirleriyle olan iliskiletinin
belirlenmesinde ve enfeksiyonun heterojenitesinin incelenmesinde yararlamlan bir
yontemdir. Bu bakteri tiirlerinin identifikasyonunda, biyokimyasal, immutolojik ve
genetik testlerden yararlanilir (22,51,54,57,91,123).

S.mutans’in tiplendirilmesinde kullanilan yontemler, tekrarlanabilirlik ve ayirt
edilebilirlik kriterlerine uygun olmalidir (91).

Mikroorganizmalarin  epidemiyolojik  tiplendirilmesi, fenotipleme  ve

genotipleme olarak iki gekilde yapilir (54).

a. Fenotipleme Yontemleri
Bakteriyosin iiretiminin ve bakteriyosinlere duyarliligin Slgtilmesi, serotipleme,
biyokimyasal testler, antibiyotik rezistansi ve bakteriyofaj tipinin- belirlenmesi gibi

yonterilerdir (54,131).

(1) Bakteriyosin tiplendirmesi

Oral streptokoklar i¢in geligtirilen ilk epidemiyolojik tiplendirme yontemiidir
(24). Bakteriyosinler, diger baktetilerin ¢ogalmasini inhibe etmek i¢in Gretilen peptid ve
proteine benzer maddelerdir. Tiplendirme, bakteriyosinlere karsi duyathligm ve

inhibitor etkilerin belirlenmesi ile yapilir (15).



28

(2) Serotiplendirme :
Sintflandirma, hticre ¢eperi karbonhidrat antijen yapisini tetiel almaktadit.
Mutans streptokoklarin tiplendirilmesinde, immunodiffiizyon, immunofloresans ve

immunoelektroforez yontemleri kullanilir (35,147).

(3) Biyotipléndirnie:
Mutans streptokoklarm fermentasyon 6zelliklerine, arjinin ve eskiilin hidrolizine
ve bakteriyosin duyarliliina gore yapilir. Hiicresel yag asidi analizi, hiicre protein

analizi ve multilokus enzit elektroforezi (MEE) kullanilir (79,91,92).

b. Genotiplenme Ydntenileri

Iki bakteri susunun benzer veya farkli olup olmadiklarmi, kantitatif olatak
saptamanini en iyi yolu, genomik DNA dizilerinin direkt olarak karsilastirilimasidir.
Genomik DNA fragmentletinin PCR ile ¢ogaltilmast ve floresan boya isaretli
terminatorlerin kullamldigi otomatiklestirilmis DNA dizi sirasi saptama yontemileri ile
14 saat igerisinde 300-500 baz ¢iftlik (bg) DNA dizisinin saptatimast miitnkiin
olmaktadir (13).

Molekiiler tiplendirme yétitemleri, mikroorganizialarm DNA’lar: ile ilgili, ayirt
ediciligi ve tekrarlanabilirligi yliksek yontemlerdir (142). Plazmid analizi, restriksiyon
endoniikleaz analizi (REA), restriksiyon patgasi uzanluk polimorfizmi (RFLP), pulsed
field jel elektroforezi (PFGE), DNA-DNA hibridizasyonu, multilokus enzim
elektroforezi ve Arbitrarily-primed Polymerase Chain Reaction (AP-PCR), bu

yontemler arasindadir (1,18,19,45,67,100,108,117,176).
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Polimieraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR ybntemi, bakterilerin genotipik identifikasyonunda kullanilan yntemlerden
bitisidir. Son yillarda, ¢liriik incelemelerinde yaygm olarak kullanilan molekiiler
biyolojik yontemler, ¢iirlik etkeni bakterilerin genetik dlizeyde incelenmesinde ve
karyojenitenin ' belirlenmesinde onemli gelismeler saglamistir
(3,75,103,141,156,158,184).

Polimeraz Zzincir reaksiyonu, kalip DNA, primerler, dNTP karigitni, Taq
polimeraz ve uygun tampon ve iyonlari igeren tiibiin, 1sisal dongti (Thermal cycler)
cihazina yerlestirilmesi ve tanimlanan sicaklik degigim dongiisti dogrultusunda, kalip
DNA’nin tek iplikli hale getirilmesi, hedef dizilerin her iki u‘c';mdan oligoniikleotid
primerlerin baglanmast ve iki primer arasinda kalan bolgenin gogaltinini kapsayan
islemler biitiing olarak tanimlanir (13,23,28,43,99,155)

PCR; h1z11, maliyeti diigiik, ¢ok sayida kopyay: basitge ireten ve molekiiler
biyolojide sik kullanilan tekniklerden birisidir (39,76).

PCR wve AP-PCR, birgok farkhh bakteri tiiriintin genotipik Ozelliklerini

tammlamak i¢in kullamlmaktadsr (84,98,101,122,140,159).

Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Temel Bilesenleri

PCR’1n ‘temel bilesenleri, kalip olarak kullamlan DNA molekiilii, sicakhifa
dayanikli DNA Téq polimeraz enzimi, primerler, ANTP karigimi, tampon ve MgCl,’diir
13).

a. Kalip DNA

Kalip DNA olarak, elde edilen genomik DNA’lar, plazmid ve faj DNA’lati,

gesitli genler kullanilabilir (13).
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b. Polimerazlar
DNA polimeraz enzimleri, kalip ipligin karsisina tamamlayict bir DNA ipligi
olusturmak {izere, orijinal kalip iplikteki baz bilgisini kullanarak, dort ceysit
deoksitiboniikleotid trifosfattan, uzun poliniikleotid zincirin sentezini katalize eder. Bu
enzimler, sentezi baglatmak i¢in, kalip molekiildeki tamamlayic: diziye baglanan kisa
DNA pargalarma (primerlere) gerek duyar. Sentezin ydnti, 5° ugtan 3’ uca dogru olut.
Termostabil enzimlerden ilki ve en yaygin olarak kullamlani, Tag DNA polimeraz’dir
(13).
¢. Primerler
Sentetik - olarak kolayca hazirlanabilen tek iplikgikli spesifik DNA
segmentlerine, primer adi verilit. Oligoniikleotid primetrlet, primer sentezi yapan
laboratuvarlardan veya ticari olarak elde edilebilir. Kullanilma amaglarina gére, 10-40
olig‘onﬁkleotid’den olugabilirler. Primer dizileri, hedef DNA {izerinde tamamlayici
olan baz swalaritu bularak onliara baglanr ve 3’-OH ucundan DNA sentezinin
ilerlemesine basamak teskil ederler. Primerlerin yapisinda, %50-60 kadar
GuanintSitozin (G+C) bazlar1 bulunmaktadir. Bu da hedef DNA ile daha kuvvetli
H' baglar1 (Adenin=Timin, Guanin=Sitozin) kurulmasma yatdimci olur. Primerlerin
3’-OH ucundaki bazlar, hedef DNA’nmin kopyalanmasitn baglatr. Bu mnedenle
primerlerin 5°- ucu hedef DNA’nm 3°-OH ucu ile birleserek polimerizasyonun

5°-3’ yoniinde olmasim saglar (13).
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PCR primeri hazirlamurken, géz dntinde bulundurulan kriterier;

1. Primerin uzunlugu,

2. Erime sicakligi,

3. Spés‘iﬁte‘,

4. Tamamlayici primer sekanslari,

5. G/ C (Guanin/Sitozin) igerigi ve polipirimidin (T,C) (Timin, Sitozin) veya

polipurin (A,G)(Adenin, Guanin) agihimlaridir.

Bagarih bir PCR igin en 6nemli parametre, primerlerin dizaynidir. Iyi dizayn
edilmemis primerler, non-spesifik amplifikasyon (gogalma) ve primer-dimer
formasyonu nedeniyle hi¢ iiriin olugsmamasina veya ¢ok az olugmasma neden olabilir

(89).

d. Deoksiniikleotid trifosfat (ANTP) karigumi

Deoksintikleotid trifosfatlar (dATP, sGTP, dTTP, dCTP), yiiksek saflikta tek
tek veya dortlii karisumlar halinde ticari olarak elde edilebilir. Normal kosullarda PCR,
100 uM dNTP konsantrasyonu ile gergeklestirilir. Optimal dNTP konsantrasyonu;
MgCl, konsantrasyonuna, reaksiyon kogullarma, primer konsantrasyonuna, gogaltilmirg

tirlintin boyuna, PCR doéngii sayisma baghi olmaktadir (13).

e. Tamponlar ve MgCl,
PCR’da kullanilan ¢esitli tamponlar arasmnda, eni gok kullanilani, 20°C’de
saklanan 10-50 mM Tris-HCI’dir. Tris HCI, bir dipolar iyonik tampondur. pH’si, isisal

dongii iglemi siiresince 6,8 ile 7,8 arasindadir (13).
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Magnezyum iyon konsantrasyonu; primer eslesmesini, irlin Ozellifini,
primer-dimer olusumunu etkileyebilir. Mg*? iyonlati, deoksiniikleotid trifosfatlar ile
¢Oziinebilir, kompleksler olusturur, polimeraz aktivitesini stimiille eder, ¢ift iplikli
DNA’nint denatiirasyon derecesini (Tm) arttirir. MgCl,’iin reaksiyon karigimindaki final
konsantrasyonu ‘degisebilmekle birlikte, genellikle 0,5-5,0 mM’lik degerler arasinda
galigilir. Bu konsantrasyoni, PCR standardizasyoniu ile belirlenir. Digiik MgCh
konsantrasyonu, iirlin olugpumda azalmaya, yiiksek MgCl, konsantrasyonu da spesifik

oltmayan iiriin birikimine yol agabilir (13).

Polimeraz Zincir Reaksiyonunu Etkileyen Faktorler
Denatiirasyon sicakligi, baglanma sicakhipy, primer uzunlugu ve Mg"

konsantrasyonu, polimeraz zincir reaksiyonunu etkileyen faktorlerdir (13).

a. Denatiirasyon Sicakhgx

DNA dizilerindeki bazlar, birbirlerine hidrojen baglariyla baglatur. DNA,
denatlirasyon sicakhiinidan yiiksek bir sicaklikta sitilip sogutuldugunda, diziler
birbirinden ayrilabilir. Kalip DNA’nin yetersiz denatiirasyonu sonucunda, DNA
iplikleri yeniden birlegerek {irlintin veriminin diigmesine neden olabilit. PCR sirasinda,

etkin denatiirasyon sicakligmin 92-95 °C oldugu belirlenmistir (13).

b. Baglanma Sicakhigi
PCR iginh segilen baglanma sicaklifi, primerlerin boyuna ve igerdikleti baz
¢egidine baglidir. Primerler igin Tm=[{(A+T)x2 +(G+C)x4] °C formiilii ile hesaplanur.

Baglanma sicakli1 (Ta), primerlerin hesaplanan sicaklik derecesinden 5 °C daha diigiik
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olmalidir. PCR sirasinda baglanma sicakligi ¢ok diiglik degerde tutulursa, primerlerin
Ozgiinligi azalip primer kendine komplementer olmayan DNA dizilerine baglamr. Bu

durum, spesifik olmayan gogalmalara yol agabilir (13).

¢. Primerlerin Uzuanlugu

Primetrler segilitketi veya hazirlanirken, bulundurduklar: baz siralarinin yalnizca
hedef DNA iizerinde bulunmasina dikkat edilmelidir. Primer tasarimi yapiliken dort
bazin esit sayida bulunmas: Snemlidir. En uygun primer boyu, primerin Adenin + Timin
(A + T) igerigine ve reaksiyonda kullatilan diger primerin denatiirasyon detecesine gore

belirlenir (13).

d. Magnezyum Konsantrasyonu
MgCl, tin reaksiyon karigimindaki final konsantrasyon, 0,5-5,0 mM arasindadir

(13).

Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Igleyisi

PCR, otomatik olarak farkli 1si derecelerine ayarlanabilen isisal dongi
yardimiyla, 0,2 veya 0,5 ml’lik steril kapakli tiiplerde gergeklestirilir. Bit PCR dongiisii,
hedef DNA denatiitasyonu, primerlerin hibridizasyonu ve polimerizasyonu olmak tizere
i¢ agamadan oiu‘sur (13). Polimeraz zincir reaksiyonunun igleyis mekanizmasi,

Sekil-1.2’de verilmigtir.
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a. Hedef DNA’nin Denatiirasyonu

PCR reaksiyonu igin gerekli maddeler, uygun konsantrasyonlarda PCR tiiplerine
konulduktan sonra isisal dongli aletine yerlestirilir. Baglangic denatlirasyonunda,
kompleks DNA kaliplarinin  denatiire olmasini saglamak igin 1s1, otomatik olarak
95°C’ye ylikseltilir. Etkin denatiirasyon sicakligi 92-95°C, siiresi 3-5 dakika olarak

saptantstir (13).
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Sekil-1.2: Polimeraz zincir reaksiyonunun igleyis mekanizmas: (69)

b. Primerlerin Hibridizasyonu

Denatiirasyon i¢in ayarlanmig olan siite sona erdikten sonra, alet isistfit
55-65°C’ye dugtriir. Bu 1s1, primerin dzelligine gbre degisiklik gosterir. Ortamdaki
primerler, hedef DNA iizerindeki komplem‘entef dizilere baglanir. Primerler, kalip

DNA’nin sentezi igin, baglangic noktasi olarak gorev yapar. Primer eslesmesi igin
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gereken 1s1 ve siire, primerlerin konsantrasyon ve uzunluklarina bagh olmaktadir

(13,111).

¢. Polimerizasyon

Kalip DNA’ya primerlerin baflanmast gerceklestikten sonra, aletin 1sist
70-72°C’ye yiikselerek, tiipler igetisinde bulunan ve 1siya dayanikli olan DNA
Polimeraz enzimi 5°->3° yoniinde olacak gekilde yerlesir. Uzama, 3’-OH ucuna
baglaninca baglar, 72 °C’}.'e yaklasildigi anda, termal DNA polimerazlar aktif hale geget
ve baz uzamasi 100 baz/saniyeye yaklagir. Polimerizasyonda yeni bazlarmn 5°-fosfiit
gruplarindaki bir fosfat ile primerin 3°~-OH ucu kalip DNA’mn komplementeri olacak
sekilde ilave edilir. Uzama agamasi igin iki dakika yeterli olurken, tiim molekiillerde
reaksiyonun tamamlanmasi igin, son PCR dongiisii, yaklagik 10-15 dakika stirer

(13,111).

Amplifiye Edilmis PCR Uriinlerinin Saptanmas
Polimeraz. zincir reaksiyonunda, amplifiye edilmig {riinlet, agaroz jelde

yuritiilerek ayrigtieiclic (13).

a. Elektroforez ile PCR iiriinlerinin agaroz jelde yiiriitiilmesi
Reaksiyon tiiplerinde amplifiye olan PCR iiriinleri, yilkleme tamponu
yardimityla, agaroz jel elektroforezine aktariir. Bu ortamda, iitliinler molekiil

agwrliklarina gére ayrilir (13).
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b. Bantlarm Etidyum Bromiir ile Boyanmasi
Jel, etidyum bromiir soliisyonu ile boyanarak PCR iiriinleri gbriiniir hale getirilit.

Olusan bantlar, uygun markorlerle karsilagtirilarak degerlendirme yapilir (13,169).

PCR temelli metodlar, iki gruba ayrilir;

1-PCR-RFLP; farkl suglarda ortak oldugu bilinen primerlerle belirli bir DNA
bolgesinin her bir suga ait DNA &rneklerinden gogaltilmass, restriksiyon endoniikleaz
(RE) ile kesilmesi ve agaroz jel elektroforezinde yliriitlilen ve gorsellestitilen DNA
fragmanlarmin karsilagtirilmasidir.

2-AP-PCR (RAPD-PCR: Random Amplified Primers-Polimerase Chain
Reaction); hedef DNA’daki gesitli bolgelerin, birden fazla komplementeri olan
primerler ile g¢ogaltilmas1 ve olusan amplikonlarih agaroz jel elektroforezinde
ylriitiilerek farkli suglardan elde edilen PCR fiiriinlerinin kargilagtirilmasidit. AP-PCR
yonteminde olugan amplikonlarin RE ile kesilmesine gereksinim yoktur, ¢iinkii PCR
sirasinda gesitli boylarda fragmanlar olugturulur (13,179,180).

Caligmamizin amaci; Down Sendromlu ¢ocuklarda, ¢liriik goriilme sikligimnm
saglikli gocuklarla kargilagtirmali olarak incelenmesi ve ¢iitlige neden olan faktdtlerin,
immutiolojik, mikrobiyolojik ve molekiler biyolojik yontemler kullaniarak

degetlendirilmesidir.



2. GEREC VE YONTEM

Caligmamizda, Ege Universitesi Ttp Fakiltesi, Cocuk Sagligt ve Hastaliklart
Anabilim Dali, Genetik ve Teratoloji Bilim Dali’na, diizenli kontrollere gelen, yaslari
7-12 arasmda degigen, rasgele segilmis 73 Down Sendromlu ¢ocuk ve Izmir ili
igerisinde Fevzi Ozakatlar 1lkogretim Okulu’nda okuyan ayni yas grubundan rasgele
secilmis 70 saglikh c;bcuk, cinsiyet ayrimu yapilmaksizin degerlendirildi. Son ii¢ ay
igerisinde antibiyotik ve klorheksidin preparati kullanan, herhangi bir sistemik
rahatsizlik nedeniyle her giin ilag kullanmak zorunda olan ve tiikiiriik 6rnegi alinamayan
hastalar ¢alisma dig1 birakildi. Caligma &ncesinde, Ege Universitesi Tip Fakdiltesi
Arastirma Etik Kurulu’'ndan etik kurul raporu alnip, ¢aliymaya dahil edilen tiim

¢ocuklarm ailelerine goniillli olur formu imzalatildi.

2.1. Anket formlarimin doldurulmas
Caligmanin baglangicinda, annelerin egitim diizeyi, ¢ocuklarin katyojenik gida
abm sikhgi ve firgalama aligkanlhiklarimin kaydedildigi anket formlari dolduiuldii

Uygulanan anket formu EK-1’de verilmisgtir.

Anket sonuglarinin degerlendirilmesinde;
» Annenin egitim diizeyi, ii¢ grup altinda (distik, orta, yliksek),
» Cocugun karyojenik gida alumi sikhgi dort grup altuida (ginde 3-4 kez, giinde 1-2

kez, haftada 3-4 kez, haftada 1-2 kez),
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» Cocugun dis fircalama aligkanhig1 dort grup altinda (giinde 2 kez, glinde 1 kez,

diizensiz, hi¢) incelendi.

2.2. intraoral Muayene

Intraoral muayenede giiriik diglerin tayini, WHO (183)’nun kriterlerine gore
yapildi. Kalic1 digler icin DMFT ve DMFS, siit digleri i¢in de dft ve dfs indeksleri
kullamldi (Tablo 2.1 ve 2.2).

Tablo-2.1. DMFT / DMFS indeksleri

Ciirik  Kayip, eksik Dolgulu Dis Yiizey

Tablo-2.2. dft / dfs indeksleri

cirtk  dolgulu dig ylizey

Hastalarin plak indeksi degerleri de Silness ve Loe (166)’niin plak indeksine
gore yapildi (Tablo-2.3).
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Tablo-2.3. Silness ve Lde’niin plak indeksi degerleri

1 Dlsetl ken arl nda,sond gezdmldlgmdetesplt edilen mceblr plak varhgl

3 Digeti kenarmnda ve interdental bolgeyi de dolduran yogun plak varhgi

DMFT, DMFS, dft, dfs ve plak indekslerinin degerlendirilmesi, 7, 8-10, 11-12
yas gruplarinda yapildi.
Hastalar, gﬁrﬁk dis sayisma gore gliriiksiiz, az ¢lirikli (1-5 ¢iiriik) ve gok

gliriiklii (>5 giriik) olmak iizere {i¢ gruba ayrildi.

| 2.3. Ti’ikiiﬁik orneklerinin ahnmasi
Hastalarmn tiikiirlik 6rnekleri, sirkadiyen ritim degigiklikleri goz 6niine alinarak,
sabah 9:00-12:00 saatleri arasinda ve standart kahvaltidan (peynir, ekmek, ¢ay) en az iki
saat sonra alindi. Parafin ile 5 dakika stimiile edilip, hastalarin, 10 dakika siiresince
sakint bir odada, oturur konumda, deteceli steril tiiplere tiikiirmeleri istendi. Tiikiiriik
orneklerinde, tikiirik akim hizi, pH’si, tamponlama kapasitesi, sIgA degeri ile

S. mutans ve Lactobacillus dederleri kaydedildi.

2.3.1. Tiikiiriik akim hizi 6l¢iimii

Tukiiriik akim hiz Slgtimii, dereceli tiipte agagidaki formiile gore hesaplandi.
Akim oram = Tikiiriik ornegi miktart (ml )/10 dakika

Alman tiikiirik 6reklerinde, tiikiirik akim hizlat1 6lgiiliip, 6rnekler, otomutik

pipet yardimi ile herbiri en az 1°er ml olacak gekilde steril ii¢ tiibe aktarilda.
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2.3.2. Tikiirik pH’s: dl¢iimil

Birinci tiipteki Ornekte, tiikiiriik pH’s1 ve tamponlama kapasitesi Olglimleri
yapildi. Tim oOrneklerin pH’lari, Jenco 671P marka pH metre (World Preision
Instruments, USA) ve Ingold marka mikro pH elektrodu ile, 0,01 hassashinda saptandi.

Olgtimler sirasinda, pH 4 ve pH 7 standartlar1 ile kalibrasyon yapildi.

2.3.3. Tiikiiriik tamponlama kapasitesi dl¢iimii
Tamponlama kapasitesi, Ericcson ve Bratthal’in y6nteminin (70) modifikasyonu
ile yapildi. 0,1 ml tiikiirik 6rnegi 0,3 ml 0,005 N HCI soliisyonu ile karigtirilip

vortekslendi, 5 dakika bekletilerek pH dl¢timii yapildi.

2.4. immunolojik degerlendirme

1 ml tiikiirtik rnegi, sIgA degerinin Slglimi igin, E.U. Tip Fakiiltesi Cocuk
Saghig1 ve Hastahklar1 Anabilim Dali Immunoloji Bilim Dali Laboratuvart’na buz kabi
icerisinde iletil;ﬁ. slgA degerileri, antikor elde edilecek maddelerin aragtirilmast ve
kantitatif tayini ig¢in kullamlan bir ydntem olan radiyal immunodiffizyon yontemi
(RID)(127) ile olgiildii. sIgA igin uygun kitler kullanildi (The Binding Site,
Birmingham, UK). Astikor, jele ilave edilip, 6rnek bir kaba konularak belli bir siirede
yayilmasi beklenir. Nemli ortamda 37°C*de 24-120 saat inkiibe edilir. Kabin ¢evresinde
presipitin halkasimn gap1 Slglilerek standart egri hazirlandi. Tikirik Stnekleri, RID

kitlerinde dnerildigi gekilde, drnek alimindan iglem sirasina kadar -30 °C ‘de saklandt.
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2.5. Mikrobiyolojik degerlendirme

Ugtinicti tiipteki tiikiirik Srpegi, ornek alimmindan sonra, iki saat igerisinde
mikrobiyolojik islemler igin E.U. Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliumii Temel ve Endiistriyel
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na, buz kab: igerisinde gotiiriildii.

Steril cam tiipler igerisindeki tiikiiriik Srnekleri, vorteksde (Stuart Scientific)
20 su karistirilarak homojenize edildikten sonra, drneklerden 10™’e kadar diliisyonlar
hazirlandi. Diliisyoﬁlarm hazrrlanmasinda steril distile su kullanildi. Seyreltmelerden
S.mutans igin, segici besiyeri TYCSB agara (182), Lactobacillus igin de MRS agara
(59) ylizeye yayma kiiltiir yontemiyle steril cam bagetlerle ekim yapildi. Petri kaplari,
37 £1°C’de %95 N; + %5 CO, gazi altinda anaerobik olarak 48 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra petrilerdeki biiytime bir stereomikroskop (x 10 ve x 40)
altinda incelendi. Morfolojik olarak S.mutans ve Lactobacillus olarak tespit edilen
izolatlarm sayimlari yapilds Somuglar, CFU/ml (colony forming units/ml) olarak
degerlendirildi.

Hastalar, tiikiiriik S.mutans ve Lactobacillus degerleri agismdan, ti¢ gruba ayrildi

(Tablo-2.8).

Tablo-2.4. S.mutans ve Lactobacillus’larin gruplandirilmasi

S.mutans 0> x<10* 10% x<10° x>10°

x210°

(7,11,152)
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Kullanilan Besiyerleri:

e TYCSB (Triptikaz-maya Oziitii-sistin-sakkaroz-basitrasin) agar

g/1000ml
Tripton(Oxoid) 15¢g
Maya Oziitdi (Oxoid) 50g
L-sistiti (Merck) 02g
Na;SO; 0lg
NaCl 1,0g
NaHCO; 20 ¢g
Na,HPO, 08¢
_Sodyum asetat 120g
Sakaroz (Merck) 200,0 g
Agar (Oxoid) 150¢g
Distile su: 1000 ml

Yukaridaki Mdelerm 25 °C’de 1 litre distile su iginde ¢oziinmesiyle, pH’s1 7,3
(£ 0,2) olan bir ¢dzelti elde edildi. 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildikten
sonra, 45 °C’ye kadar sogutuldu. Basitrasin ¢0zeltisi, ortamdaki konsantrasyoniu
0,2 U/ml oliacak sgekilde filire ile sterilize edilerek, aseptik kosullarda eklendi.

Hazirlanan bu besiyeri, steril petri kaplarina dokiilerek donmaya birakildi (77)

e MRS agar

g/1000ml
Pepton 10,0
Et oziitii 50g

Maya 6ziitli 50¢g



D(+)-Glikoz 20,0 g
Dipotasyum hidrojen fosfat 20g
Diamonyum hidrojen sitrat 20¢g

Sodyum asetat 50¢g
Magnezyum siilfat 01g
Manganous siilfat 0,05¢g
Agar 12,0 g

Yukaridaki hazir besiyeri formiilii, 37 °C’de 1 litre distile su iginde ¢dzlinmesiyle,
final pH’s1 6,5 (& 0,2) olan bir ¢6zelti elde edildi. 121 °C’de 15 dakika otoklavda

stetilize edildikten sotira, petri kaplarina dokiilerek donmaya birakildi (77).

Beyin kalp infiizyon sivi besiyeri (Oxoid):
37 g besiyeri tartilarak, ortamin igerigi 1 It distile su igerisinde tamamen
¢oziiliinceye kadar karigtirdds. 121 °C, 15 dakika otoklavlanarak steril edildi. 50-55

°C’ye kadar sogutuldu ve aseptik kogullarda, steril petti kaplarma dokildi (77).

Bazal Ortam (Fenol Red sivi besiyeri-Merck)

15 g besiyeri tartilarak, ortamin igerigi 1 It distile su igerisinde tamamen
¢oziiliinceye kadar kangtirildi. 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edildi.
Otoklavdan gikartildiktan sonra, 50-55 °C’ye kadar sogutuldu ve %1 w/v olacak sekilde

filtre ile sterilize edllm1$ karbonhidratlar, aseptik kosullarda ilave edildi amn.
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Thornley’in Yar: kat1 Arjinin Besiyeri

Pepton 1,0g
NaCl 50¢g
K;HPO, 03g
Fenol Red 0,01 g
L-Arjinin HCI 10,0 g
Agar . 30g
Distile su 1000 ml

Ortam igerigi, ¢oziitdiikten sonra pH, 7,2’ye ayarlandi, agar eklenip kaynatilarak
gbziinmesi saZlandi, tliplere paylastirildi. 121 °C°de 15 dakika otoklavlanarak steril
edildi. Bu besiyeri, izolatlarin arjinin dehidrolaz aktivitesini test etmek igin kullantld1

.

Tanipon ve Cozeltiler

Gram boyamada kullamlan boya ¢bzeltileri

- Kristal viyole

Cozelti A; kristal viyole 2,0 g + etanol (%95) 20 ml

Cozelti B; amonyum oksalat 0,8 g + distile su 80 mil

20 ml ¢ozelti A ve 80 ml ¢ozelti B kargtirildi, 24 saat bekletildi ve filtre

edildikten sonra kullanildi.
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~-Gram iyodiir
KI 20g
Iyodin 1,0g

Distile su 300 ml

- Safranin
Safranin O 0,25 g
Etanol (%95) 10ml

¢oztindiikten sonra 100 ml distile su eklénerek hazirland1 ve filtre edildikten sorira

kullanilda.
- a. Naftol Cdozeltisi
alfa naftol 5¢
%95°lik etanol 100 ml karigtirilir.

KOH 40 g
Kreatin 03¢g
Distile su 100 ml

Potasyum hidroksit, 75 ml distile su i¢erisinde ¢oziiliip, oda sicakhginda bir siire
bekletildi. Daha sonra kreatin eklenip iyice ¢oziindiikten sonra, 25 ml distile su eklendi

.



- Hidrojen peroksit ¢bzeltisi (%3) (Oksijenli su)

Kullamilan baghca cihazlar:

« Etiiv (Sanyo)

¢ Mikro santrifiij (13000 rpm) (Sanyo)

e Vortex (Stuart Scientific S2)

¢ Isisal Dongii (Termal Cycler -Appligene Oricor, Crocodile IIT)
¢ Midi elektroforez (Consott)

e Gii¢ kaynagl (1500 V) (Sigma)

¢ UV Traosiliiminatdr (254 nm)

¢ Fotopraf ¢ekim apareyi ( Polaroid- Fotodyne Cat. 5-5535)

e PH m;:tre (Jenco 671 P)

¢ Mikro pH elektrodu (Ingold)

2.5.1. identifikasyon

S.mutans izolatlarmin identifikasyonu i¢in, inkiibasyon sonrasi tiremesi saglanan
otneklerin koloni morfolojileri S.mutans ATCC 25175, serotip ¢ referans sus ile
kargilagtirilarak. kiimeler seklinde, sinirlari diizensiz, buzlu cam goriiniimiindeki sett
yapili mikroorganizma kolonilerinden tipik bir veya iki olasi S.mutans Kolonisi, agar
yiizeyinden 6ze ile toplanarak sivi besi yetlerine (beyin-kalp sivi inflizyonu) inokiile
edildi. 48 saat 37 °C’de inkiibe edildikten sonra, bu sivi besiyetinden alman 50 pl
kiiltiir, % 40 oraninda steril gliserin ile karigtirilarak sonraki iglemlere kadar ~20 OCde

saklandi.
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a. Mikroskobik inceleme:
S.inutans izolatlarinm miikroskobik 6zelliklerinin saptanmasinda, Gram boyama
yapidi Beyin kalp infiizyon sivi besiyerinde iireyen, 48 saatlik kiiltiitler kullanildi.

Izolatlarn morfolojileri, boyutlar ve gram reaksiyonlar: degerlendirildi.

b. Biyokimyasal Testlerin Uygulanmasi

S. mutans drnekleri, biyokimyasal testler yardinu ile identifiye edildi. Mannitol,
sorbitol, melibiyoz, rafinoz, iniilin, dekstrin ve nigastanin fermentasyonu, atjinin ve
eskiilin hidrolizi, Vogues-Proskauer, katalaz ve Basitrasin direngliligi testleri uygulandi
(91,92).

S.mutans  izolatlarmin  identifikasyonlar1  igin  uygulanan testlerin
gergeklestitilmesinde, S.mutans ATCC 25175, serotip ¢ referans sus olarak kullanildi
Tiim testler, 48 saatlik beyin kalp infiizyon sivi besiyerinde aktif hale getirilen kiilttirler

kullamilarak gergeklestirildi.

1. Asit Uretimi-Karbonhidratlarm Hidrolizi

S. mutans izolatlarinin, mannitol, sorbitol, melibiyoz, rafinoz, iniilin, dekstrin ve
nisastay: kullanarak asit olugturup olusturmadiklary, bir pH indikatord ile belirlendi. Bu
test igin, %1 (wt/vol) oraninda karbonhidratlarin her birini ayr ayri igeren, bazal sivi
besi yerleri kullamldi. Ortamin pH’s1 7,0 olacak gekilde ayarlandi. pH indikatori olarak
fenol red kullamldi. izolatlatdan ekimler yapilarak, 37 °C’de, % 5 CO, igeren etiivde,
24-48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi sart renk olugumu, pozitif sonu¢ olarak
degetlendirildi (M;mnitol, sorbitol, melibiyoz, rafinoz ve iniilin). Fenol red indikatorii,

pH 6,9’un tizerinde kirmizi, altinda sar renklidir (91,92).
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2. Arjinin Hidrolizi

Arjitiin igeren Thornley’in yar1 kat1 besiyeri ve kontrol olarak, drjiriin igermeyen
besiyeri kullanildi. Dik ekimden sonra, besiyeri, steril mineral yag: ile kaplanarak,
37 °C’de % 5 CO; igeren etiivde 7 giin siire ile inkiibe edildi. Rengin, sari-oranjdan

kirmiziya degisimi, pH’sinin yiikselmesi ile pozitif sonug olarak degetlendirildi (91,92).

3. Eskiilin Hidrolizi

Beyin kalp inflizyon sivi besiyeri, %0,01 eskiilin ve %0,05 ferrik sitrat igerecek
sekilde hazirlandi: [zolatlardan ekimler yapilarak, 37 °C’de % 5 CO, igeren etiivde 24
saat inkiibe edildi. 6,7-dihidroksikumarin ve Fe'*’tin arasindaki reaksiyon sonticu

kahverengi-siyah renk olusunu, pozitif olarak degerlendirildi (91,92).

4. Voges Proskauer Testi
Izolatlar, besiyerlerine ekimleri yapildiktan sonra, 37 °C’de, % 5 CO; igeren

etiivde 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi, 1 ml kiiltiir, ayri bit tiibe alinarak
tizerine 0,6 ml alfa-naftol ¢ozeltisi eklenerek karistirildi. 0,2 ml % 40’lik KOH eklenip
karigtirilarak, tiipler yatik konumda 15-60 dakika bekletildi. Yiizeyde koyu kirmizi veya

kahverengi renk olugumu, pozitif soniug olarak degerlendirildi (91,92).

5. Katalaz Testi
Izolatlarin katalaz testi, beyin kalp inflizyon sivi besiyerinde iiretilen 48 saatlik
sivi Klttirlerin {izerine, bir miktar hidrojen peroksit damlatilarak belirlendi. Gaz

kabarciklarinin ¢ikisi, pozitif sonug olarak degerlendirildi (91,92).
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6. Basitrasin Direncliligi
Izolatlarm basitrasin direngliligi testinde, igerisinde 2U/ml basitrasin igereni
TYCSB agar besiyeri kullanildi. Tipik S.mutans kolonilerinin gelismesi, pozitif sonug

olarak degerlendirildi (91,92).

2.6. S.rmutans suslarinin genotipik farkhiliklarinin analizi
fzole edilen S.mutans mikroorganizmalarmm AP-PCR yontemi ile genotipik
yapilarindaki gesitlilik incelendi. Down Sendromlu ve saglikli gocuklardan elde edilen

S.mutans izolatlarmin, genotipik polimorfizm gésterip gostermedikleri aragtirildi.

S. mutans’in Genotipik Ayrimlarinin Belirlenmesinde Kullamilan Kimyasallar:
¢ TE tamponu: 10mM Tris baz ( Merck) (pH: 7.4)
1 mM EDTA ( Sigma) (pH: 8)

Her iki soliisyondan 5°’er ml alinip {izerine 490 ml steril deiyonize su eklenerek

500 ml TE tamponu hazirland.

» %10’luk Sodyum Dodesil Siilfat Cozeltisi (SDS): SDS:10g
Distile su: 90 ml

Su 68 °C’de 1sit1ldi. HCl ile pH 7,2’ye ayarland1 ve hacim 100 ml’ye tamamlandi.



e Tris Asetat Tampon (TAE):

Tris baz ( Merck) 40 mM
EDTA ( Sigma) 1 mM
Asetik asit 1,1 mM

Tris baz, 250 ml suda ¢6ziildii. EDTA ve asetik asit eklendi. Ultra saf su ile
1000 ml’ye tamamlandi. Karistirildiktan sonra pH, 8’e¢ ayarlandi. 10xTAE soliisyonu

elde edildi. Elektroforez strasinda ve agaroz jel hazirlanirken 1xTAE kullanild.

¢ Etidyum Bromiir soliisyonu: 100 m! deiyonize su igine 1 g etidyum bromiir
kargtirilarak hazirlanda.

o Yiikleme Tamponu: 45 ml 1xTAE, 55ml gliserol, 0,1g Orange G karistirlarak

hazirlands.

o Agaroz (Sigma)

e Primerlerin se¢imi ve dzellikleri

AP-PCR analizlerinde kullanilan S.mutans igin spesifik oldugu bildirilen

primerler:
OPA-05 (5 AGGGGTCTTG-3)
OPA-13 (5 CAGCACCCAC-3’) (Thermo BioSciences)

Primetler 110 ng/ul olacak sekilde sulandirildi ve 25ul’lik amplifikasyonda 55 ng

olacak sekilde kullamld.

51



o DNA Markor:
Gene Ruler ™ DNA Ladder Mix (bg): 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500,
3000, 2500, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100

markdr olarak kullamldi.

2.6.1. S. mutans izolatlaridan DNA ekstraksiyonu

Fenotipik incelemeleri yapilan izolatlar ile S.mutans ATCC 25175 (serotip c),
referans sugundan AP-PCR tiplendirmesinde kullanilmak {izere genomik DNA
izolasyonu yapildi. DNA izolasyonu, Bollet ve ark.(31)’nin kullandig1 ydnteme gore
gergeklestirildi.

DNA ekstraksiyon yontemi :

1- §. mutans izolatlari, 5 ml beyin-kalp infiizyon sivisi i¢erisinde 37 °C’de 2 giin siire ile
inkiibe edildi.

2- Ortamdaki bakteri hiicrelerini toplamak i¢in karigim, 4000 rpm’de 10 dakika
santrifiijlendi. Stipernatant atild1 ve hiicreler 1 ml TE ile yikandy, siispanse edilip
ependorf tiipler icerisine alindi. 6000 rpm’de 4 dakika santrifiijlendi, slipernatant
atildy

3- Bakteti hiicreleri, 100 ul TE tamponu ve 50 pl % 10’luk sodyum dodesil siilfat (SDS)
iginde sﬁspansiyon sonrasi, 65 °C’de 30 dakika inkiibe edildi.

4- Siispansiyon tekrar santrifiijlendi, stipernatant atildi ve hiicreler, mikrodalga firinda,
2 dakika 30 saniye stire ile 1sitildi.

5- Peletler, 250 pl TE igerisinde ¢oziildii.

6~ Ependorf tiipleri, derin dondurucuda, -20 °C’de donduruldu.
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7- AP-PCR isleminden Once siispansiyon eritildi, santrifiij sonrasi silipernatant
kullamldi.

Orneklere ait siipernatant iginde DNA olup olmadigi ve 6rnek DNA’larinun
genomik DNA’larmn, biitiinliikleri saflik kontrolleri ve miktar tayinleri spektrofotometre
(Varian 50) ile yapildi. Spektrofotometrede, DNA’larin 260 nm ve 280 nm’deki
absorbanslar1  hesaplandi (OD 260 ve OD280). Bu degerler arasindaki oran
kullanilarak, DNA’nin saflik kontrolii yapildi. DNA miktari, her reaksiyon tiipiinde

20-50 ng DNA olacak sekilde ayarland1.

2.6.2. AP-PCR Reaksiyon Karisimmmm Optimizasyonu
a. MgCl, konsantrasyonunun standardizasyonu
Referans sugtan elde edilen DNA, PCR standardizasyonu igin 3,6 mM, 4 mM ve

4,4 mM olmak tizere 3 farkl1 MgCl, konsantrasyonunda gogaltildi.

b. DNA Cogaltilma Asamasi
Down Sendromlu ve saglikli ¢ocuklardan alinan tilktirtik &rneklerinden izole

edilen S. mutans izolatlarinin DNA’s1ile, referans sustan elde edilen DNA kullanildi.

¢. DNA izolasyonunun Kontroli
Miktar1 hesaplanan DNA &rnekleri, optimum kalip DNA miktarmm bulunmasi

igin 1/10 ve 1/100 oraninda seyreltildi.



54

d. Cogaltilma Karigiminin Hazirlanmasi

Cogaltilma karigimu, her bir 6rnek igin toplam 25 pl olacak sekilde hazirland:.

Stok Ahnan hacim Final konsantrasyon
Ultra saf su : 14,4 nl
PCR tamponu : 25 ul
MgCL 3,6 pl
dNTP 3 2,0 pl (Fermentas) 0,2 mM
Primer  : 1,0 ul 0,4 uM
Taq DNA polimeraz: 0.5 pl Thermus aquaticus
(Fermentas)
Kalip DNA: 1,0 ul Her reaksiyon tiiptinde

20-50 ng DNA olacak sekilde

PCR c¢ogaltilmasi, toplam 25 pl’de gerceklestirildi. Reaksiyon karigimu,
buharlagmay1 engellemek igin 30 pl steril mineral yag (Sigma) ile kaplandi. Cogaltma,
programlanabilir bir 1sisal dongii (Thermal Cycler-Appligene Oncor, Crocodile IIT )
cihazinda, agagida belirtilen kosullarda gergeklestirildi (159). Resim-2.1°de 1s1sal dongii

cihazi goriilmektedir.

Resim-2.1. Polimeraz zincir reaksiyonunun gergeklestirildigi 1sisal dongii cihazi
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Her PCR denemesinde, kalip DNA haricinde, (yerine steril distile su konularak)

biitiin bilesenleri igeren bir reaksiyon korii, negatif kontrol olarak kullanildi.

e. Uygulanan AP-PCR Kosullar

Ik Denatiirasyon 94 °C 5 dakika

Hibridizasyon 36 °C 2 dakika 1 dongii
Polimerizasyon 129€ 2 dakika

Denatiirasyon 94 °C 1 dakika

Hibridizasyon 36°¢ 2 dakika 30 dongii
Polimerizasyon 72:8€ 2 dakika

Denatiirasyon 94 °C 1 dakika

Hibridizasyon 36 °C 2 dakika 1 dongii
Polimerizasyon 72156 10 dakika

PCR programu tamamlandiktan sonra, ependorf tiipleri +4°C’ ye alind1.

f. Agaroz Jel Elektroforezi

Jellerin yiiriitiilmesi

Agaroz jel elektroforezi, 5 pg / ml etidyum bromid’li, % 1 agaroz igeren jelde
gergeklestirildi. Jel hazirlanmasinda ve elektroforezinde TAE tamponu kullanildi. 5pl
DNA soliisyonu, 2pl yiikleme soliisyonu ile karistirilarak, 50 V’ta 45 dakika yiritiilda.
Elektroforezde markor olarak, Hind III ve EcoRI ile kesilmis A DNA’s1 kullanildi.
Elektroforez sonucunda izole edilen DNA’larin biittinliigiinin tam oldugu, baglangig
noktasina yakin, yiiksek molekiil agirlikli tek bir bant gozlenmesi ile tespit edildi.

PCR iiriinlerinin elektroforezinde, Consort marka, 13 x 15 cm boyutlarinda bir

elektroforez yiiriitme sistemi kullanildi. Jellerdeki bant izlerinin kargilagtirilabilmesi
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i¢in, elektroforez kosullar1 standardize edildi. Tiim elektroforez iglemleri, aym
kosullarda gergeklestirildi. Reaksiyon sonrasinda, amplifiye DNA’lart yiiriitmek igin, %
1,75’lik agaroz jel hazirland. Jel donduktan sonra iizerine 1x TAE tampon eklendi. Bir
parga parafilm tizerinde, 7pl yiikleme tamponu ve 8 pl gogaltma iriinii karistirilip
jeldeki kuyucuklara yiiklendi.

Elektroforez, 60 V’da 4 saat siirdiiriildii. Bromfenol mavisi baglangig
noktasindan 11 c¢m uzakhga ulagmca sonlandirild. Elektroforez sonrasi, jellerin
etidyum bromiir ile boyamasi gergeklestirildi. Fotograflarin ¢ekim islemi i¢in, Polaroid
fotograf makinesi (Kodak), Wratten 22A filtresi (Kodak) ve siyah-beyaz polarid film
(Polaroid 667-Kodak) kullanildi. Bu amagla, UV transiliiminatorii karanlik bir odaya
konuldu. Fotograflama islemi, 254 nm UV 15131 altinda gergeklestirildi. Polaroid filmle
jel fotogaflar1 gekildikten sonra, jeller, Kodak DC 290 zoom Digital kamera ve ID
Image Analysis Software, Macintosh USB Version 3,5 programinda DNA bantlarinin
yer ve biiyiikliiklerinin kargilagtirilmasi amaciyla taramadan gegirildi.

Bantlarin degerlendirilmesi, hem gorsel olarak, hem de Bio Doc Analyze
(Biometra) programu ile yapildi Bantlara 1 (var) ve 0 (yok) degerleri verilerek,

istatistiksel degerlendirmesi yapildi.

2.7. istatistiksel Degerlendirme

Caligmamizda, istatistiksel degerlendirme Ege Universitesi Miihendislik
Fakiiltesi Bilgisayar Miihendisligi Boliimii’'nde SPSS for Windows, 10.0 paket programt
kullanilarak yapildi. DMFT, DMFS, dft, dfs ve plak indeksi degerlerinin iki grup
arasinda karsilagtirmali olarak incelenmesinde; Mann-Whitney Testi kullanildi. Gruplar

arasinda, annelerin egitim diizeyinin, karyojenik gida alm sikhigi ve firgalama
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aliskanhginin  degerlendirilmesi, x> testi ile yapildi. Tikirik akim hizi, pH’st,
tamponlama kapasitesi, sIgA, S.mutans ve Lactobacillus degerlerinin iki grupta
degerlendirilmesinde, t testi kullanildi. Ciiriik durumu ile annenin egitim diizeyi,
gocugun karyojenik gida alim sikligs, fircalama aligkanligy, S.mutans ve Lactobacillus
gruplarinin kargilastirilmasi, x* testi ile yapildi. Tiikiirik akim hizi, pH, tamponlama
kapasitesi, sIgA degeri ve plak indeksi degerlerinin karyojenik gida alim sikligi,
firgalama aligkanligi, ¢iirik durumu, S.mutans ve Lactobacillus gruplari ile
kargilagtirmali olarak incelenmesinde, One-way Anova testi kullanildi.

AP-PCR sonuglarmnin degerlendirilmesinde; elde edilen bantlarin gruplar arasi
benzerlik oranlari, xz testi kullanilarak karsilagtirildi.

Tiim hipotez kontrollerinde p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.



3. BULGULAR
Cahgmamiza dahil edilen, 73’ii Down Sendromlu, 70’i saglikli toplam 143
gocuk hastanin % 49,7’sinin erkek, % 50,3’iiniin ise kiz oldugu saptandi. Yas
ortalamasi, Down Sendromlu ¢ocuklarda, 9,12 + 1,70, saglikh ¢ocuklarda da 9,39 +
1,71°di. Yas ve cinsiyet gdz 6niinde bulunduruldugunda Down Sendromlu gocuklar ile

saglikli gocuklar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (p>0,05).

3.1. Anket Formlarmin Degerlendirilmesi
Annelerin egitim diizeyleri ile gocugun karyojenik gida alim sikhig: ve firgalama
aligkanliklari incelendiginde, Down Sendromlu ve saglikhi gocuklar arasinda istatistiksel

olarak anlamh farklilik saptanmadi (Grafik-3.1, 3.2 ve 3.3) (p>0,05).

Grafik-3.1. Annelerin egitim diizeyleri
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Grafik-3.2. Cocuklarin karyojenik gida alim sikligt
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Annelerin egitim diizeyi, ¢ocuklarda karyojenik gida alim sikligt ve firgalama
aligkanligr ile ¢iirik durumu (giiriiksiiz, az ¢iriiklii, ¢ok e¢iiriiklil) arasindaki iligki
incelendiginde, her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gozlenmedi

(p>0,05).

3.2. intraoral Muayene
DMFT, DMFS, dfi, dfs ve plak indeksi degerleri, 7, 8-10 ve 11-12 yas
gruplarma gore degerlendirilen Down Sendromlu ve saglikli gocuklara ait dental

bulgular  Tablo-3.1, 3.2 ve 3.3’de verilmistir.

Tablo-3.1. 7 yag grubu hastalara ait dental bulgular

Down Sendromlu olgular Saghkh olgular p

n 17 12
DMFT 0,18 + 0,39 0,50+0,67 0,263
DMFS 0,184 0,39 0,58+079 0227
dft 1,59+ 1,33 3174199 0,027
dfs 1,82£2,10 5004346 0,021
Plak 2,29+ 0,69 1,5840,79 0,030

7 yas grubunda, DMFT ve DMFS indeksi degerlerinde, Down Sendromlu
¢ocuklar ile saglikli cocuklar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi.

dft ve dfs degerlerinin,b Down Sendromlu g¢ocuklarda saglikli gocuklara oranla
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istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisik oldugu, plak indeksi degerlerinin de
istatistiksel olarak anlamh diizeyde yiiksek oldugu gozlendi.
Tablo-3.2. 8-10 yas grubu hastalara ait dental bulgular

Down Sendromlu olgular Saghkl olgular p

n 38 37
DMFT 0,71 + 0,65 2,51 +1,64 0,00
DMFS 0,74 £ 0,69 3,05 +2,34 0,00
dft 0,92 + 0,85 3,32+2,43 0,00
dis=o s 0,92 + 0,85 5,03 + 3,67 0,00
Plak 2,42 +0,68 1,62+0,76 0,00

8-10 yag grubunda, DMFT, DMFS, dft ve dfs indeksi degerlerinin Down
Sendromlu gocuklarda, saglikli gocuklara oranla istatistiksel olarak anlamli diizeyde
diisiik oldugu, plak indeksi degerlerinin de istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek

oldugu saptand.

Tablo-3.3. 11-12 yas grubu hastalara ait dental bulgular

Down Sendromlu olgular Saghkh olgular P

o 18 21

DMFT 1,72 40,75 4294205 0,00

DMFS 1,83 £0,92 571+3,66 0,00
dft 0,72 1,27 1,19+£121 0,183
dfs 0,78 + 1,48 195+242 0,140

Plak 2,44 £0,70 1,43 £ 0,68 0,00
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11-12 yas grubunda, dft ve dfs indeksi degerlerinde, Down Sendromlu gocuklar
ile saglikli gocuklar arasinda, istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi. DMFT
ve DMFS degerlerinin Down Sendromlu gocuklarda, istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diigiik oldugu, plak indeksi degerlerinin de, istatistiksel olarak anlaml diizeyde
yiiksek oldugu gozlendi.

Tiim yag gruplarinda, ¢iiriik durumu ile plak indeksi degerleri arasinda pozitif

korelasyon saptand: (p<0,05).

3.3. Tiikiiriik Orneklerinin Degerlendirilmesi
Caligmaya dahil edilen gocuklardan alinan tiikiiriik 6rneklerinde, tiikiiriik akim

hizi, pH’si, tamponlama kapasitesi ile sIgA, S.mutans ve Lactobacillus degerleri

incelendi (Tablo-3.4 ve 3.5).

3.3.1. Tiikiiriik akim hizi, pH’si1, tamponlama kapasitesi

Tablo-3.4. Cocuklarda tiikiiriik akim hizi, pH ve tamponlama kapasitesi degerleri

Durum n Akim hiz pH Tamponlama

kapasitesi

Down Sendromlu olgular 73 1,050 +£0,165 7,063 0,132 4,458 £ 0,314

Saglikh olgular 70 1,037 +0,174 7,059 +0,152 4,483 £ 0,319

P

0,928 0,355 0,990
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Down Sendromlu ve sagliklt ¢ocuklar arasinda, tiikiiriik akim hizi, pH’s1 ve
tamponlama kapasitesi degerlerinde, istatistiksel olarak anlamli bir farkhihk
saptanmadi (p>0,05).

Ciiriik durumu ile tiikiiriik tamponlama kapasitesi arasinda, negatif iligki varligi
tespit edilirken; tiikiiriik akim izt ve pH’s: arasinda, istatistiksel olarak anlamli bir

iligki gozlenmedi.

3.3.2. sIgA, S.mutans ve Lactobacillus degerleri

Tablo-3.5. Cocuklarda sIgA, S.mutans ve Lactobacillus degerleri

Durum n sIgA S.mutans Lactobacillus
(mg/L) (cfu/ml) (cfu/ml)
Down Sendromlu
olgular 73 369,934244,21  6,2x10%+1,5x10°  1,3x10%+9,9x10°

Saghkh olgular 70 127,56+61,92  7,3x10%1,4x10°  4,6x10°+1,2x10°

P 0,022 0,117 0,045

Down Sendromlu g¢ocuklarda, sIgA degerinin, saglkli gocuklara oranla,
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu, S.mutans degerinin, istatistiksel
olarak anlamli olmasa da daha diisik oldugu, Lactobacillus degerinin, istatistiksel
olarak anlaml diizeyde diisiik oldugu saptandi.

Ciiriik durumu ile S.mutans degeri arasinda, istatistiksel olarak anlamli bir iligki
gozlenmezken; slgA degeri arasinda negatif, Lactobacillus degeri arasinda da pozitif

iligki varlig: tespit edildi.



3.4. identifikasyon:

3.4.1. Mikroskobik inceleme

Caligmaya dahil edilen S.mutans izolatlarinin ve S.mutans ATCC 25715,
serotip ¢ referans susunun mikroskobik karakteristikleri ve gram reaksiyonlari, gram
boyama ile incelendi. Izolatlarin 0,5-0,75 pm gapinda, gram pozitif kok, giftler veya
kisa, orta uzunlukta zincirler olusturdugu belirlendi. Mikroskobik &zellikler; referans

sus ile uyumlu bulundu.

3.4.2. Koloni morfolojilerinin referans sus ile karsilagtiriimas:

Olast  S.mutans kolonileri TYCSB besiyerinde 48 saatlik inkiibasyon
sonrasinda, smirlari diizensiz, buzlu cam goriintiisiine sahip sert yapili kolonilerin
morfolojileri, referans susun morfolojisi ile karsilagtirilarak belirlendi (Resim-3.1).
MRS agar besiyerinde 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda, tipik Lactobacillus kolonileri
tespit edildi (Resim-3.2). Inkiibasyon sonrasi, 30-300 bakteri kolonisi (CFU, colony
forming units) igeren petrilerin sayimlar1 yapildi. Elde edilen bakteri sayilari, seyreltme

faktorleriyle ¢arpilarak, tiikiiriik drnegindeki bakteri sayis1 hesaplandi.

Resim-3.1. TYCSB agar

besiyerinde iireyen S. mutans izolatlar:
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Resim-3.2. MRS agar besiyerinde

tireyen Lactobacillus izolatlar

Caliymamizda, Down Sendromlu 7 gocuga ait tiikiiriikk 6rneginde, TYCSB agar
besiyerinde, S.mutans izole edilmedi. Saglikli g¢ocuklara ait tikiirik Orneklerinin
tiimiinde, S.mutans varlig: gbzlendi. 136 tiikiirikk Srneginde, tipik S.mutans kolonileri
saptandi. Elde edilen izolatlarin fenotipik incelemeleri yapildi. MRS agar besiyerine
ekim yapilan tiikiiriik drneklerinin tiimiinde, tipik Lactobacillus kolonileri tespit edildi.

Down Sendromlu ve saglikli ¢ocuklarmn tiikiirilk Orneklerinden izole edilen
S.mutans ve Lactobacillus’larn gruplara gore dagilimi, Grafik-3.4 ve 3.5°de

goriilmektedir.

Grafik-3.4. Cocuklarda S.mutans koloni sayisina gore yapilan gruplandirma
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Grafik-3.5. Cocuklarda Lactobacillus koloni sayisina gore yapilan gruplandirma
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Down Sendromlu ve saghkli gocuklar arasinda S.mutans’m gruplara gore
dagiliminda, bir farklilik gézlenmezken; Lactobacillus gruplarinin, Down Sendromlu
¢ocuklarda, saghikli gocuklara oranla, istatistiksel olarak anlamh diizeyde diigiik oldugu

saptandi.

2.6. Biyokimyasal Test Sonuglar
136 S.mutans izolatinda biyokimyasal testlerin gergeklestirilmesi sirasinda,

S.mutans ATCC 25715 serotip ¢ referans susu kontrol olarak kullanildi.

2.6.1. Asit iiretimi-Karbonhidratlarin Fermentasyonu
Izolatlarm (%1w/v), mannitol, sorbitol, melibiyoz, rafinoz, nigasta, iniilin ve
dekstrin igeren besiyerlerinde asit iiretip iiretmedikleri, pH indikatér boyalar1 ile
gosterildi. 6 izolat diginda, tiim izolatlarin, mannitol, sorbitol, melibiyoz, rafinoz ve

iniilinden asit iirettigi, nisasta ve dekstrinden iiretmedigi gozlendi (Resim-3.3 (a)(b)).
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Resim-3.3. (a) S.mutans’in, mannitol, sorbitol, melibiyoz, rafinoz ve iniilin fermentasyonu
sonucu olusan goriintii (b) S.mutans’in, dekstrin ve nigasta fermentasyonu sonucu olusan
gortntii (K: Kontrol, 1: referans sus, 2-5: Down Sendromlu ¢ocuklara ait S.mutans 6rnekleri,

6-9: Saglikli ¢ocuklara ait S.mutans drnekleri)

2.6.2. Arjinin Hidrolizi
136 izolatin yedi giin sonunda, besiyerinde herhangi bir renk degigimi
olusturmadiklar1 gézlendi. Izolatlarm arjinin dehidrolaz aktivitesi, negatif olarak

degerlendirildi (Resim-3.4 (a)).

2.6.2. Eskiilin Hidrolizi
24-48 saatlik inkiibasyon sonunda, 6 izolat disinda Srneklerin tiimiinde, kahverengi-
siyah renk olusumu gozlendi ve eskiilin testi pozitif olarak degerlendirildi (Resim-3.4

(b))
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Resim-3.4. (a) S.mutans’in, arjinin hidrolizi sonucu olusan goriintii (b) S.mutans’m,
eskiilin hidrolizi sonucu olusan goriintii (K: Kontrol, 1: referans sus, 2-5: Down
Sendromlu gocuklara ait S.mutans Ornekleri, 6-8: Saglikli gocuklara ait S.mutans

ornekleri)

2.6.4. Voges-Proskauer Testi (Glikozdan Aseton Uretimi):
48 saatlik inkiibasyon sonrasi, tiip iizerine ilave edilen alfa-naftol ve potasyum
hidroksit ¢ozeltileri ile olugan, kirmizi renge dogru pembelesme sonucu, tiim izolatlarn

Voges Proskauer testi pozitif olarak degerlendirildi (Resim-3.5 (a)).

2.6.5. Katalaz testi:

Tiim izolatlarin 48 saatlik siv1 kiiltiirleri lizerine, hidrojen peroksit damlatildi.
12 izolat diginda izolatlarin tiimii, katalaz negatif olarak degerlendirildi (Resim-3.5
(b)).



69

2.6.6. Basitrasin Direncliligi:
Tiim izolatlarin, 2U/ml basitrasin iceren TYCSB agarda basitrasin direngliligi ve
tipik koloni olugumlari degerlendirildi. 12 izolat diginda, izolatlarin tiimiiniin basitrasine

direngli oldugu belirlendi (Resim-3.5 (c)).
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Resim-3.5. (a) S.mutans’n, glikozdan aseton iiretimi sonucu olusan goriintii (b) Katalaz
testi sonucu olugan goriintii (K: Kontrol, 1: referans sus, 2-4: Down Sendromlu
gocuklara ait S.mutans ornekleri, 5-8: Saghkli cocuklara ait S.mutans Ornekleri)

(¢) Basitrasin direngliligi testi sonucu ougan goriintii

Biyokimyasal testler sonucunda, S.mufans’in biyokimyasal &zellikleri ile
uyumlu bulunmayan, 12 izolat (altist Down Sendromlu gruba, altis1 da saghkli gruba
ait) caligma dig1 birakildi. Fenotipik 6zelliklerine gore, 124 izolat olasi S.mutans olarak
degerlendirildi.

124 izolattan ve S.mutans ATCC 25175, serotip c referans susundan DNA
ekstraksiyonu yapildi. AP-PCR ydntemi ile gruplar arasi genotipik farklilik incelendi.

PCR iirlinlerinin en iyi ¢ogaltilma isleminin, 3,6 mM’lik MgCl,

konsantrasyonunda oldugu gozlendi.



OPA-13 primeri ile elde edilen parmak izleri
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Resim-3.10. M: Markor (Gene Ruler ™ DNA Ladder Mix), 1-13: Kontrol

grubuna ait suglar, 14: S.mutans ATCC 25175 serotip c referans sug

OPA\13-2

Resim-3.11. M: Markér, 1-15: Kontrol grubuna ait suglar
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Resim-3.13. M: Markor, 1-14: Kontrol grubuna ait suslar 15: Kor
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OPAL13-6

Resim-3.15. M: Markdr, 1-14: Caligma grubuna ait suglar
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Resim-3.16. M: Markér, 1-14: Caligma grubuna ait suglar
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Resim-3.17. M: Markor, 1-15: Calisma grubuna ait suglar
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OPAL13-10

Resim-3.19. M: Markdr, 1,7-10: Kontrol grubuna ait suglar,
2-6: Caliyma grubuna ait suglar



OPA-05 primeri ile elde edilen parmak izleri
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| Resim-3.21. M: Markor, 1-15: Kontrol grubuna ait suglar
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OPA\VZ-3

Resim-3.22. M: Markér, 1-12: Kontrol grubuna ait suslar,

13-15: Caliyma grubuna ait suslar

OPAOS-4

Resim-3.23. M:Markor, 1,4-6, 9, 11-15: Kontrol grubuna ait suglar,
7 27 R 10: Mahiema arnhina ait cnclar
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Resim-3.24. M: Markor, 1-3: Kontrol grubuna ait suslar, 4-15: Calisma

grubuna ait suglar

OPAOS-6

Resim-3.25. M: Markor, 1-14: Calisma grubuna ait suslar
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OPAO3-T

Resim-3.26. M: Markor, 1-14: Caligma grubuna ait suglar

OPAOS-8

Resim-3.27. M: Markér, 1-5,7,8,10,11,13,14: Kontrol grubuna ait suglar,
6,9,12,15: Caligma grubuna ait suglar
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Resim-3.28. M: Markor, 1,4,6-9: Cahigma grubuna ait suslar, 2,3,5: Kontrol
grubuna ait suslar, 10: S.mutans ATCC 25175 referans sus

Caligmamizda, Bio Doc Analyze programma goére, OPA-13 primeri ile elde
edilen bantlarm biiyiikliigiiniin, Down Sendromlu ¢ocuklarda 164 ile 2491 baz cifti
arasinda, saglikhi gocuklarda 137 ile 3573 baz ¢ifti arasinda oldugu gozlendi. OPA-05
primeri ile elde edilen AP-PCR bantlarinin biiyiikliigiiniin Down Sendromlu gocuklara
ait izolatlarda 66 ile 3046 baz ¢ifti arasinda, saghkli ¢ocuklara ait izolatlarda 72 ile
3500 baz ¢ifti arasinda oldugu saptandi.

Elektroforez sonucuna gore, tiim baz ¢iftleri incelendiginde, OPA-13 primeri ile
Down Sendromlu g¢ocuklardan izole edilen S.mutans izolatlarina ait 14, saglikli

gocuklara ait 11 farkh alt grup elde edildi. Tiim baz ¢iftleri dikkate alindiginda, elde
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edilen alt gruplar arasinda Down Sendromlu g¢ocuklarda baskin olarak saptanan alt
grubun (bg 3000, 2500, 2000, 1500, 900, 800, 700, 600, 500, 400) oranmnin %60 oldugu,
saglikli ¢ocuklarda baskm alt grubun (bg 3500, 2000, 1500, 1200, 800, 600, 500, 400,
300, 200) oraninin ise %43 oldugu tesbit edildi. Gruplar arasindaki bu fark anlamli
bulunurken, her iki grupta baskin olan alt gruplarin birbirinden farkli oldugu gozlendi.
OPA-05 primeri ile Down Sendromlu ¢ocuklardan izole edilen S.mutans
izolatlarina ait 13, saglikli gocuklara ait 14 farklt alt grup elde edildi. Tiim baz gifileri
dikkate alindiginda, elde edilen alt gruplardan Down Sendromlu ¢ocuklarda baskin olan
alt grubun (bg 3000, 2500, 2000, 1500, 900, 600) %53,4 oraninda, saglikli gocuklarda
baskin olan alt grubun (bg 3500, 2500, 1500, 1200, 1031, 900, 500) da %31,3 oraninda
oldugu saptandi. Gruplar arasindaki bu fark anlaml bulunurken, her iki grupta baskin

olan alt gruplarin birbirinden farkli oldugu gézlendi.



TARTISMA

Down Sendromlu ve saglikli gocuklarda, ¢iirik goriilme siklignin,
kargilagtirmali olarak incelendigi galigmamiza, yaslar1 7-12 arasinda olan, 73’ Down
Sendromlu, 70’ saglikli toplam 143 ¢ocuk dahil edildi.

Down Sendromlu gocuklarda dig giiriigii ile ilgili galiymalarmn biiyiik bir
kisminda, Down Sendromlu bireylerde dis ¢iiriigii olugpumunun, saglikli bireylere oranla
daha az gozlendigi belirtilmistir (9,134,135,165,173). Down Sendromlu ve saglikli
bireyler arasinda ¢iirik goriilme siklig1 agisindan farklilik saptanmayan galigmalar da
bulunmaktadir (56,145).

DMFT, DMFS, dft ve dfs indeksi degerlerinin ii¢ farkli yag grubunda incelendigi
caligmamizda, 7 yas grubunda, dft ve dfs indeksi degerlerinin, 8-10 yas grubunda,
DMFT, DMFS, dft ve dfs degerlerinin ve 11-12 yas grubunda, DMFT ve DMFS
indeksi degerlerinin, Down Sendromlu ¢ocuklarda saglikli ¢ocuklara gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde diigiik oldugu saptandi. Bulgularimiz, literatiirdeki birgok
calismay1 destekler niteliktedir.

Calijmamizin baglangicinda, annenin egitim diizeyini, gocugun karyojenik gida
alim sikligt ve firgalama abigkanligi bilgilerini igeren anket formlar1 dolduruldu.
Ailelerin egitim diizeyini aragtiran ¢aligmalarda, egitim diizeyi yiiksek olan ailelerin
gocuklarinin agiz-dis sagligi konusunda daha duyarli olduklar1 saptanmugtir (85,109).
Caligmamizda, annelerin egitim diizeyleri incelendiginde, Down Sendromlu ve saglikli

¢ocuklar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p=0,117). Egitim
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diizeyi ile g¢iiriik durumu arasindaki iliski incelendiginde, onceki ¢aligmalardan farkl
olarak anlaml bir iligki tespit edilmedi (p>0,05).

Saglikli gocuklarda yapilmig olan g¢aligmalarda, yaygmn dis g¢iiriiklerinin
gozlendigi g¢ocuklarda, dis firgalama aligkanliginin diizensiz oldugu bildirilmigtir
(71,109). Calisgmamizda, dis firgalama aligkanlig1 ile ¢iiriik durumu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iligki saptanmadi (p>0,05). Bu durum, ailelerden alman bilgilerin
yaniltict olabilecegini diigiindiirmektedir. Down Sendromlu g¢ocuklarda yapilan bir
¢alijmada; bu g¢ocuklarin, diglerini, saglikli ¢ocuklara oranla daha az firgaladigi,
firgalama konusunda aileden alinan yardimin daha az oldugu bildirilmistir (150).
Caligmamizda, dig fircalama aligkanlig: incelendiginde, Down Sendromlu gocuklar ile
saglikli gocuklar arasinda anlamli farklilik saptanmadi (p>0,05). Bu durumun, iki grup
arasinda annelerin egitim diizeyleri arasinda farklilik gézlenmemesi ve ¢aligmamiza
dahil edilen Down Sendromlu g¢ocuklarin §zel egitim gormelerine bagli olabilecegi
diigiincesindeyiz.

Yaygin dis giiriikleri, yiiksek oranda tatlandirilmis yiyecek tiiketen gocuklarda
daha sik goriilmektedir (71). Down Sendromlu g¢ocuklarin 6zel bakim altinda olmalari
nedeniyle, karyojenik gida tilketimlerinin az oldugu belirtilmektedir (150,173).
Calismamizda, Down Sendromlu ¢ocuklar ile saglikli gocuklar arasinda karyojenik gida
alim siklig1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.

Caligmamizda, elde edilen sonuglar incelendiginde, Down Sendromlu
¢ocuklarda saglikli gocuklara oranla daha az g¢iiriik saptanmasinin, annelerin egitim
diizeyi ile gocuklarmn karyojenik gida alim siklig1 ve firgalama aliskanliklarina bagh

olmadig1 goriilmektedir.
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Down Sendromlu bireylerle ilgili yapilan ¢ahgmalarda, mental retardasyona
bagli olarak, yetersiz oral hijyen varligi ve bununla beraber, yiiksek plak ve gingival
indeks degerleri bildirilmistit (9,136,150,151,160,171,172). Caligmarizda da bu
cahgmialarla benzer gekilde, Down Sendromlu g¢ocuklarda, plak indeksi degerlerinin,
saglikli gocuklara oranla istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu
saptatidi (p<0,05). Dis firgalama aligkanlif: agisindan iki grup arasinda fark
bulunmarmasina ragmen, Down Sendromlu ¢ocuklarda plak indeksi degetlerinin anlamh
diizeyde yliksek saptanmasi, bu g¢ocuklarda mental retardasyona bagli olarak
firgalamanin yeterli diizeyde yapilamadigini diiglindiirmektedir.

Saglikli ¢ocuklarda yapilan ¢ahigmalarda, tiikiiriikk akim hizi ile g¢liriik arasinda
negatif bir iligki varlig: bildirilmigtir (178). Aksine, ozellikle stimiile olmug tiikiiriikte
benzer iligkinin saptanamadifi ¢aligmalar da bulunmaktadr (93,106,148).
Caliymanuzda, tikirik akim hizi ile ¢liriik durumu arasinda da anlamli bir iligki
saptanmadi (p>0,05). Literatiirde, Down Sendromlu bireylerde, tiikiirik akim hizimin
fazla olmasinin, daha az ¢liriik gozlenmesinin bir hedeni oldugu One stirtilmektedir
(167). Bunun yarinda Yarat ve ark. (185) Down Sendromlu bireylerde, tikiirik akifi
hizi degerlerinin, saglikli bireylere gore daha diisiik oldugunu bildiritken; Cutress (56)
ile Shapira ve ark. (165), Down Sendromlu ve saglikli bireyler arasinda tiikiiriik akim
hiz1 degerlerinde farklilik olmadigm bildirmislerdir. Caligmamizda, Down Sendtomiu
ve saglikli ¢ocuklar arasmda tiikiiriik akim hizinda farklhilik gozlenmedi (p>0,05).
Tiikiiriik akim hizi degerlerinin, ¢ahgmalarda farklilik gostermesinin galigmalara dahil
edilen Down Sendromlu gocuklarin zZeka diizeyine bagh olabilecegi diigtiniilmektedir.

Epidemiyolojik g¢aligmalarda, Down Sendromlu bireylerde daha az gliriik

goriilmesinin bir diger nedeni olarak, tiikiiriik pH’sinin yliksek olmas: bildirilmigtir
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(9,165). Bunun tersine, Yarat ve ark. (185)’lari, ¢aligmalarinda, Down Sendromlu ve
saghkli ¢ocuklar arasnda tiikiirik pH degerlerinde farklilik go6zlenmedigini
belirtmiglerdir. Caligmamizda da bu sonuglarla uyumlu olarak, Down Sendromlu ve
saglikli cocuklar arasmda tiikiiriik pH degerlerinde bir farklilik saptanmadi (p>0,05).
Tiiktirlik pH’s1 ile ¢iirtik durumu arasida da anlaml bir iligki tespit edilmedi (p>0,05).

Saghkli bireylerde yapilan galigmalarda, tiikiiriik tamponlama kapasitesi ile
DMFT indeksi degerleri arasinda, negatif bir iligki bildirilmistic (106,144).
Caliymamizda da, onceki calismalarla uyumlu olarak, tiikiiriik tamponlama kapasitesi
ile ¢liriik durumu arasinda negatif bir iligki saptandi (p>0,05). Yarat ve ark.
(185)’larmin yapmig olduklart ¢alhigmada, Down Sendromlu ve saghkl: ¢ocuklar
arasmmda tlkilrik . tamponlama kapasitesinin farkli olmadigt belirtilmektedir.
Cahymanuzda elde edilen sonuglar, bu galigma ile uyum igerisindedir.

Yapilan ¢caligmalarda, plak ve tiikiirlikteki S.mutans ve Lactobacillus seviyesi ile
¢liriik arasinda pozitif iligki oldugu belirtilmektedir (113,114). Bunun yamnda, Alpdz
ve ark. (7)’larmit yapmus olduklar1 ¢aligmada, dmfs degerleri ile tiikiiriik mutans
streptokok ve Lactobacillus deperleri arasinda, istatistiksel olarak anlamh bir iligki
bulunmadig: bildirilmigtir. Caligmamizda, ¢liriik durumu ile S.mutans degeri arasinda
istatistiksel olarak anlamh bir iligki g6zlenmezken; Lactobacillus degeri arasmda pozitif
bir kotelasyon tespit edildi. Bu durum, S.mutans’in giirik olusumunda tek bagina
etkisinin olmadigini, gﬁﬁrﬁ@ﬁn multifaktoriyel bit olay oldugunu gostermektedir.

Down Seﬁd:’dmlu bireylerle yapilan galismalarda, S.imutans koloni sayilarmin
daha diigiik oldugu bildirilmektedir (165,172). Caligmamizda, Down Sendromili

¢ocuklarda, S.mutans koloni sayilarmin, saglikli ¢ocuklara gore istatistiksel olarak
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anlamli olmasa da daha diigiik oldugu, Lactobacillus degerlerinin de, Down Sendromlu
¢ocuklarda anlamh diizeyde diigiik oldugu saptand:.

Ciiriik dis saptanmayan, saglikli bireylerde yapilan ¢aligmalarda, tiikiirik IgA
degerinin yiiksek oldugu ortaya konmustur (27). DMFS skorlar ile total tiikiiriik IgA
konsantrasyonu arasinda, negatif bir iliski oldufunu bildirilmistir (40,82,121).
Caliymamizda da, 6nceki ¢aliymalarla uyumlu olarak, sIgA degeri ile ¢lirlik durumiu
arasinda negatif bir korelasyon saptandi (p<0,05). Cornejo ve ark. (53)’lari, Down
Sendromlu bireylerde sIgA degerinin, saglikli bireylere goére daha yiiksek oldugunu
belirtmiglerdir. Bunun yaninda, Barr-Agholme ve ark.(16)’larmm yapmis oldugu
¢ahgmada, iki grup arasmda sIgA degerinde farkliik bulunamamistir, Caliymamizda,
sIgA degerinin Down Sendromlu g¢ocuklarda anlamli diizeyde yiikksek oldugu tespit
edildi (p<0,05). Bu durumun, Down Sendromlu gocuklarda, giiriige kars1 savunma
mekanizmasinda etkisinin olabilecegi diistiniilmektedir.

Bolton ve Hlava (32), tiikiirik IgA degerinin S. mufans’a karsi savunmada,
onemli bir rolil oldugunu bildirmiglerdir. Calymamizda, sIgA degeri ile S.mutans degeri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski goézlenmezken, sIgA degeri ile
Lactobacillus degeri arasinda negatif bir korelasyon saptandi. Caligmamizda, Down
Sendromlu gocuklarda, sIgA degerinin yliksek olmasmn giirlife karyt savunina
mekanizimasinda etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Calismamizda, cliriik goriilime
sikligmm, Down Sendromlu gocuklarda saglikli gocuklara oranla daha diisitk oranda
olmasi ve S.mutans degerlerinde, iki grup arasinda farkhlik gozlenmemesi; Down
Sendromlu gocuklarda ¢iirlik olugumunda daha az etkisi olan S.mutans suglarinin

kolonize olabilecegini diiglindiirmektedir.
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Caliymamizin son bdliimiinde, Down Sendromlu ve saglikh ¢cocuklarda kolonize
olan S.mutans suglar1 arasinda klonal bir iliskinin varligim aragtirmak i¢in, AP-PCR
yontemi ile genotiplendirme yapaldi.

Bio Doc Analyze prograru ile OPA-13 primeri ile elde edilen bantlarm, Dowii
Sendromilu Wcukﬁh 164 ile 2491 baz ¢ifti arasinda, saglikli ¢ocuklarda, 137 ile
3573 baz cifti arasinda degigen biiyiiklitkklerde oldugu izlendi. OPA-05 primeri ile elde
edilen AP-PCR bantlarimin biiyiikliiiiniin Down Sendromlu ¢ocuklara ait izolatlarda,
66 ile 3046 baz ¢ifti arasinda, saglikli gocuklara ait izolatlarda da, 72 ile 3500 baz ¢ifti
arasinda oldugu gozlendi.

OPA-13 primeri ile Down Sendromilu gocuklardan izole edilen S.mitans
izolatlarina ait 14, saghkli gocuklara ait 11 farkh alt grup elde edildi. Elde edilen alt
gruplar arasida Down Sendromlu g¢ocuklarda baskin olarak saptanan alt grubun
oranmnin %60 oldugu, saglikl ¢ocuklarda baskin alt grubun oraninin ise %43 oldugu
tesbit edildi. Gruplar arasindaki bu farkhilik anlamh bulunurken, her iki grupta baskin
olan alt gruplarin birbirinden farkli oldugu gozlendi.

OPA-05 primeri ile Down Sendromilu gocuklardan izole edilen S.mutaris
izolatlarina ait 13, saglikli ¢ocuklata ait 14 farkh alt grup elde edildi. Elde edilen alt
gruplardan Down Sendromlu ¢ocuklarda baskin olan alt grubun %53,4 oraninda,
saglikli ¢ocuklarda baskin olan alt grubun da %31,3 oranmda oldugu saptandi. Gruplar
arasindaki bu farklihk anlamli bulunurken, her iki grupta baskin olan alt gruplarin
birbirinden farkli oldugu gozlendi.

Bu sonug, Down Séndromlu ¢ocuklarda kolonize olan S.mutans suslarumiin,

saglikli gocuklarda kolonize olanlardan farkh oldugunu gdstermektedir.
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Literatiirde, Down Sendromlu bireylerde ¢iirtiik olugumu ile ilgili molekiiler
biyolojik yontemler kullanilarak yapilan bir bagka ¢aligmaya rastlanmamugtir. Ileri
diizeyde yapilacak olan molekiiler genetik ¢aligmalar, Down Sendromlu bireylerde
saptanan yilksek sIgA diizeylerinin nedenine 1g1ik tutabilir. Down Sendromlu
olgularimizda, farkli S.mutans suglarmin kolonize olmasinin ve dig ¢iirliklerinin bu
bireyletrde daha az goriilmesinin, ileri diizeyde yapilacak bu ¢ahgmalarla

agiklanabilecegi diigtintilmektedir.



SONUCLAR

Caligmamizda;

1. Down Sendromlu ve saglikh g¢ocuklarda annenin egitim diizeyi, gocuklarin
karyojenik gida alim sikhigi ve firgalama aligkanliklari incelendiginde, ki grup
arasmda istatistiksel olarak anlmali bir farklihk gézlenmemigtir (p>0,05).

1.7 yag grubu gocuklarda dft ve dfs, 8-10 yas grubunda DMFT, DMFS, dft ve dfs,
11-12 yas grubunda da DMFT ve DMFS indeksi degerlerinin Down Sendromlu
gocuklarda saglikli gocuklara oranla anlamh diizeyde diiglik oldufu saptanmigtir
(p<0,05).

2. Plak indeksi degerlerinin, Down Sendromlu gocuklarda, saglikli ¢ocuklara gore
istatistiksel olarak anlamh diizeyde yiiksek oldugu tesbit edilmigtir (p<0,05).

3. Tiikiiriik akim hizi, pH ve tatnponlama kapasitesi degerlerinde iki gtup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p>0,05).

4. sIgA degerinin Down Sendromlu g¢ocuklarda saglikli ¢ocuklara oranla istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu saptanmugtir (p<0,05).

5. Tiiktirtik S.m‘ytans degerlerinin Down Sendromlu ¢ocuklarda, saglikli gocuklara goére
istatistiksel olarak anlamli olmasa da daha diisiik oldugu, Lactobacillus degerlerinin
de, Down Sgndromlu cocuklarda istatistiksel olarak anlaml diizeyde diigiik oldugu
tesbit edilmistir.

7. OPA-13 primeri ile Down Sendromlu gocuklardan €lde edilen S.mutans izolatlaria

ait 14 farkli alt grup, saghkli gocuklara ait 11 farkh alt grup elde edildi. Elde edilen

alt gruplardan baskin olan alt grubun iki grup arasinda farkhilik g6sterdigi tespit
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edildi. OPA-05 primeri ile Down Sendromlu ¢ocuklardan elde edilen S.mutans
izolatlarma ait 13 farkli alt grup, saglikli gocuklara ait 14 farkls alt grup elde edildi.
Elde edilen alt gruplardan baskin olan alt grubun iki grup arasinda farklilik

gosterdigi gozlendi.



OZET

Caligmamizin amaci; Down Sendromlu gocuk hastalarda, ¢iiriik goriilme
sikiginin saglikli gocuklar“la kargilagtirmali olarak incelenmesi ve ¢iiriige neden olan
faktorlerin, immunolojik, mikrobiyolojik ve molekiiler biyolojik yontemler kullamlarak
degerlendirilmesidir.

Yaglar1 7-12 olan, 73’4 Down Sendromlu toplam 143 gocuk hastada yapmiig
oldugumuz qah;madé, anhenin egitim diizeyi, ¢ocugun karyojenik gida alim siklift ve
firgalama ahgkanhklarmin degerlendirildigi anket formlar: dolduruldu.

Dental bulgular, WHO kriterlerine gére DMFT, DMFS, dft, dfs indeksleri ile,
plak indeksi degerleri de Silness ve Loe’niin plak indeksine gore degetlendirildi.
DMFT, DMFS, dﬁ, dfs ve plak indeksi degerleri, 7, 8-10 ve 11-12 yag gruplarina gore
incelendi. Down Sendromiu ve saglikli gocuklarda alinan tlikiiriik $ineklerinde, ttiktiriik
akim hezi, pH’s1, tamiponlama kapasitesi ile sIgA, S. mutans ve Lactobacillus degerleri
incelendi. Son olarak, Down Sendromlu ve saglikli ¢ocuklarda kolonize olan S.nmutans
suglar1 arasinda klonal bir iligkinin varhigmm aragtirmak ig¢in, AP-PCR yOntemi ile
OPA-05 ve OPA-13 primerleri kullamlarak genotiplendirme yapildi.

Annenin epitim diizeyi, gocupun karyojenik gida alm siklign ve firgalama
ahigkanhgi arasmda iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farklilik saptanmadi

(>0,05).
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Down Sendromlu gocuklarda ¢iiriik indeksi degerlerinin, saglikh ¢ocuklara gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde dislik oldugu, plak indeksi degerlerinin de anlamli
diizeyde yiiksek oldugu saptandi (p<0,05).

Tiikiiriik akim hizi, pH’st ve tamponlama kapasitesi degerleri incelendiginde iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0,05). sIgA degeri,
Down Sendromlu g¢ocuklarda, saghklhi ¢ocuklara oranla anlamli diizeyde yliksek
bulunurken, S. mutans degerlerinin istatistiksel olarak anlamh olmasa da daha diislik
oldugu ve Lactobacillus degerlerinin, anlamli diizeyde diistik oldugu saptandi.

AP-PCR yOntemi il¢ yapilan inceleme sonucutia gdre; Down Sendromlu
gocuklarda Kolonize olan S.mutans suglarnmn, saglikli gocuklarda kolonize olan

suglardan farkh oldugu gozlendi.



ABSTRACT

The aim of this study was to compare the caries prevalence between subjects
with Down Syndrome and healthy controls and to determine the etiologic factors by
lising immunological, microbiological and molecular biological methods.

Seventy-three children with Down Syndrome and seveiity healthy, a total of 143
chilldreri aged between 7-12 years old were enrolled in this study. Education levels of
the mothers, consuinption of cariogenic foods and tooth brushing habits of children
were recorded.

DMFT, DMFS, dft and dfs scores were assessed according to WHO criteria,
plaque indices were determined by using Silness & Loe plaque index. DMFT, DMFS,
dft and dfs scores were evaluated in three age groups (7, 8-10 and 11-12 years). Fromi
saliva satnples taken from all Down Syndrome and healthy group, salivary flow rate,
pH, buffering capacity and slgA, S.mutans and Lactobacillus levels were evaluated. At
the end of the study, to determine the clonal relation of S.mutans between Down
Syndrome and healthy group, AP-PCR method was used with OPA-05 and OPA-13
primers.

Education levels of the mothers, consumption of cariogenic foods and tooth
brushing habits of children were not found different between two groups (p>0.05).

Caries scores were found significantly lower in Down Syndrome group while

plaque scores were significantly higher (p<0.05).



Salivary flow rate, pH and buffering capacity were not significantly different in
both groups (p>0.05). sIgA levels were found significantly higher in Down Syndroriie
group (p<0.05). S.mutans levels were lower in Down Syndrome group, but this
differerice was not @Micﬁy significant. On the other hand, Lactobacillus levels were
significantly lower in Down Syndrome group.

It was foun&f-'that the genetic structure of S.mutans was different in the Down

Syndrome group than healthy group.
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EK-1
Down Sendromlu Cocuklarda Dental Durumun Degerlendirilmesi

E.U. Dighekimligi Faktiltesi Pedodonti Anabilim Dali
E.U. Tip Fakiiltesi Cocuk Saghg1 ve Hastaliklar: A.D. Genetik ve Teratoloji Bilim Dalt

HASTA BIiLGI FORMU

Hastanin adi-soyadi: Tatih:
Dogum tarihi:

Cinsiyeti:

Adres:

Telefon numarasi:

Anne egitim diizeyi: a) Dsik (0-8 yil) b) Orta (9-11y1) c)Yitksek (>11 yil)

1. Cocugun dis firgalama sikliF1 nedir?
a) Giinde 2 kez
b) Giinde 1 kez
¢) Diizensiz
d) Hig
2. Cocugun karyojenik gida alum siklig1 nedir?
a) Giinde 3-4 kez
b) Giinde 2 kez
¢) Haftada 3-4 kez

d) Haftada 2 kez
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e DMFT:
« DMFS:
o dft:
o dfs:

e Plak indeksi degeri:
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