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GIRIS VE AMAC

Dis ¢iiriigii, c¢ocuklarda ve erigkinlerde rastlanan dental problemlerin baginda
gelmektedir. Giiniimiizde koruyucu dighekimliginin 6nem kazanmasima paralel olarak ¢iiriik
mikrobiyolojisi ile ilgili caligmalarda da artig gdzlenmektedir.

Dental literatiirdeki birgok ¢aligma ciiriik progesi hakkinda 6nemli bilgiler saglamistir.
Dis ciirligii olusumundaki baglica faktorler bakteri, diyet, disin yapist ve zamandir. Diyetteki
karbonhidratlann fermente ederek bazi organik asitleri olusturabilen bakteriler diste
demineralizasyona ve kavitasyon olusumuna neden olurlar.

Streptococcus mutans fermentasyon ve asit olusumunda rol oynayan oOnemli
bakterilerdendir. Birgok virulans faktdriine sahip olan Streprococcus mutans karyojenik
etkisini hiicre i¢inde ve disinda salgiladig1 enzimler ve hiicre duvan 6zellikleri ile saglar.

Oral mikrobiyoloji alanindaki molekiiler biyoloji g¢aligmalari ile Strepfococcus
mutans’m genotipik Ozellikleri belirlenmeye g¢aligilmaktadir. Kromozomal DNA’da bu
enzimlerin salgilanmasini  saglayan genlerin saptanmasi bireylerin ¢liriik riskinin
belirlenmesine ve immiinizasyonun elde edilmesine katkida bulunacaktir.

Polimeraz zincir reaksiyon yontemi bakterilerin genotipik identifikasyonunda
kullamilan yéntemlerden biridir. Son yillarda giiriik incelemelerinde yaygin olarak kullanilan
molekiiler biyolojik yontemler ¢iirlik etkeni bakterilerin genetik diizeyde incelenmesinde ve

karyojenitelerinin belirlenmesinde 6nemli gelismeler saglamgtir.



Caligmamizin amaci standart bir grup bireyin farkli dis bolgelerinden almnan
oreklerde Streptococcus mutans’ 1 fenotipik 6zelliklerini konvansiyonel identifikasyon
yontemlerinden biyokimyasal testlerle, genotipik ayirimlarimi ise molektiler biyolojik
yontemlerden polimeraz zincir reaksiyon yontemiyle belirlemek ve karyojeniteye etkili

genetik yapilart hakkinda yoruma ulagabilmektir.



1. GENEL BILGILER

1.1. DiS CURUGU

Dis ¢iiriigii; bakteri plagindaki mikroorganizmalarin, ag1z florasi, karbonhidratlar, dig
yapist ve baz hiimoral faktdrlerin etkisiyle digin organo-inorganik yapisini
bozmasidir(72,76). Dental plaktaki mikroorganizmalarin, karbonhidratlar1 fermente etmeleri
sonucunda agifa ¢ikan organik asitlerin dis dokularinda meydana getirdigi dinamik
biyokimyasal olaylar dizisidir.

Ciiriik etiyolojisinde gesitli faktérler vardir. Bu faktérler dental plak, mikroorganizma,
karbonhidratlar ve zamandir. Bu etiyolojik faktérlerin etkilesimi asagidaki formiille

6zetlenmektedir (59).

Dental plak x mikroorganizma x karbonhidrat x siire = CURUK

Dental plak bakterileri monosakkaritleri, disakkaritleri ve polisakkaritleri kullanabilir.
Fruktoz ve glikozdan olusan monosakkaritler asidojenik bakteriler tarafindan fermente
edilerek organik asitler olustururlar. Disakkaritler hiimoral enzimlerle glikoz ve fruktoza
gevrilerek asit olugumuna katkida bulunurlar. Bakteriyel enzimler disakkaritlerden sakkaroz
sentez ederek polisakkaritlere doniistiiriir. Polisakkaritler bakterilerin ve iriinlerinin dis

yiizeyinde birikmesini, etkilerinin belirli bir diizeye ulagsmasim saglar.




Monosakkaritler bakteriler tarafindan kullamldiginda dental plak pH’1nin degisimine
neden olmaktadir. Plak pH 6l¢iim deneylerinde, pH degerinin 5-10 dakika i¢inde 5.5 ve daha
asagiya diisttigii g6zlenmistir. pH’da goriilen azalmanin zaman i¢inde tekrarlamasi ile ¢iiriige
yatkinlik gosteren dis ylizeylerinde demineralizasyon baglar (76).

Ciiriik mikrobiyolojisi ile ilgili caligmalar germ-free ve gnotobiotik hayvan deneyleri
ile yapilmistir. Bu c¢aligmalar sonucunda ciirikkte etkili mikroorganizma gruplar

belirlenmistir(26,79,81).

1.2. CURUK MIKROBIYOLOJiSi

Ciirik olusumunda etkili baglica bakteri gruplan streptokoklar, laktobasiller ve
aktinomigeslerdir.

1.2.1. Laktobasiller

Gram (+), fakiiltatif anaerob, spor olusturmayan ¢ubuk seklinde bakterilerdir. Siklikla
ag1z boslugundan izole edilirler ve oral mikrofloranin %]1’inden daha az bir kismim
olugtururlar. Glikozdan laktik asit ve asetik asit {iretebilen tlirleri mevcuttur. Agizda ve
ciirikte en sik rastlanan tiirler L. casei, L. fermentum, L. acidophilus, L. salivarius,
L. plantarum, L. cellobiosus, L. buchneri ve L. brevis olarak belirtilmistir.

Dis yiizeyine afiniteleri yoktur ve dental plakta az miktarda bulunurlar(6,20,34,76,79).
Asidofilik ve asidojeniktirler(98,99). Goriilme siklig: ¢liriik lezyonu sayisina ve retansiyon
yerine bagli olarak artig gosterir. Derin dentin ¢iiriiklerinde %85 oranda yer aldiklan ifade
edilmektedir(15). Tiikiiriikteki laktobasil sayis1 karyojenik potansiyelin degerlendirilmesinde

kullanilabilen bir yontemdir( 2,76,79).



1.2.2.Aktinomigcesler

Agiz florasi, dental plak, aproksimal yiizeyler, digeti olugu ve ¢iiriik lezyonunda
rastlanabilirler. Gram(+), hareketsiz, filament6z bakterilerdir. Aktinomigesler plak olusumuna
katkida bulunurlar (76,79,108). Glikozu metabolize ederek siiksinik, asetik, laktik ve formik
asit olustururlar. K&k yiizeyi ¢iiriigii ve gingivitis ile iligkili olduklan ifade edilmektedir.

A.viscosus ve A.naeslundii’nin kok ¢iiriigii, fissiir ¢iiriigti ve periodontal yikim ile
iligkili oldugu bildirilmigtir. 4. viscosus, temiz bir dis yiizeyine kolonize olan ilk bakteriler
arasindadir. A. naeslundii’ nin baz tiirleri sakkarozdan ekstraselliiler fruktan tretebilir. Ureaz

tireterek plak pH’1m etkileyen tiirleri de mevcuttur.

1.2.3. Streptokoklar

Gram (+), kiiresel veya oval sekilli, 0.5-2 pm capinda, ciftler veya zincirler
halindedirler. Metabolizmalar1 fermentatiftir. Gaz iiretimleri yoktur. Katalaz igermezler, o
veya B-hemolitiktirler. Cogalmalari igin en uygun sicaklik 37°Cdir.

Streptokoklar agiz ve iist solunum yollarn mikroflorasinin biiyiik ¢ogunlugunu
olustururlar ve birgok alt gruba ayrilirlar. Bunlar geng plakta toplam koloni olusturan
birimlerin %50’sini olugtururlar (71,76,79).

Biyokimyasal 6zellikleri Tablo 1° de gosterilmektedir.
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Tablo 1: Mutans streptokoklarin biyokimyasal 6zellikleri (45,75)




Streptokoklar, koloni morfolojilerine ve biyokimyasal &zelliklerine gore farkh

gruplara ayrilirlar. Tablo 2°de oral streptokoklarin smiflandiriimasi goriilmektedir.

S. mutans, serotip c,e,f
S. sobrinus , serotip d, g
mutans-grubu S. cricetus, serotip a

S. rattus, serotip b

S. ferus

S.macacae

S. downei serotip 4

salivarius-grubu S. salivarius
S. vestibularis
anginosus-grubu S.constellatus
S. intermedius
S.anginosus
mitis- grubu S. sanguis
S.gordonii
S.parasanguis
S. oralis

S. mitis

S. crista

Tablo 2 : Oral streptokoklarn siniflandirilmasi (76).

1.2.3.1.Streptococcus sanguis:

Sferik ve oval sekilli, 0.8-1.2 um ¢apinda, orta veya uzun zincirler olustururlar. Disler
iizerinde kolonize olabilirler. Genellikle fissiirlerde ¢iirlige neden olurlar. Agizda
S. mutans’tan daha az yogunluktadir. Sakkaroz igeren ortamda ekstraselliiler polisakkarit
(EPS) olusturan koloniler sert, piiriizlii yiizeyli, kiimeler halinde ve agara yapigik olarak

bulunurlar(45). Kanli agarda, o- hemoliz yapar. Hidrojen peroksit iiretir, arginin ve eskiilini




hidrolize eder. S. sanguis aerobik ortamda iireyebilir, cogalabilmeleri igin karbonhidratlar ve
aminoasitlere gereksinmeleri vardir (79).
S. sanguis sikhkla dental plaktan ve daha az olarak da agzin diger béliimlerinden izole

edilir. Yenidoganlarda ilk siit digleri siirdiikten sonra goriiliir.

1.2.3.2.Streptococcus salivarius:

Sferik ve ovoid sekilli, 0.8-1.0 um ¢apinda hiicrelerdir. MSB agar iizerinde genis,
kiimeler olusturan, mukoid koloniler halinde goriiliirler. Kanh agarda hemoliz olugturmazlar.
Sakkaroz igeren besiyerinde, suda ¢6ziinen bir fruktoz polimeri olan levan olugtururlar.
Dental plak, bogaz, nazofarinks, oral mukozada ve dilin sut kismunda bulunurlar.
Yenidoganlarin agzinda digler siirmeden yerlesebilirler. Insanda diisiik derecede karyojenik

aktivite gosterir (45,76).

1.2.3.3. Streptococcus vestibularis:

insan agzinda vestibiiler mukozadan izole edilir. Alfahemolitik streptokok grubu
olarak tammlanmustir. Birgok tammlanmamug tiire ayrilir. Sakkarozdan ekstraselliiler
polisakkarit olugturamazlar. Laktozdan asit firetebilirler. Mannitol, sorbitol, iniilin ve rafinozu

fermente edemezler. Hidrojen peroksit ve iireaz tiretirler (45,76).

1.2.3.4. Streptococcus milleri:
Ciftler veya zincirler halinde sferik ve ovoid sekilli hiicrelerdir. Saghkli bireylerde dig
yiizeylerinden, diseti olugundan, nazofarinksten, bogazdan, ayrica viicudun degisik

boliimlerinde olusan abselerden izole edilmistir (45).



1.2.3.5. Streptococcus mitis:

MSB agarda yumusak, dairesel, siyah-kahverengi koloniler olugturabilen heterojen bir
tiirdiir. Sakkarozdan ekstraselliiler polisakkarit sentezlemezler. Intraselliiler polisakkaritler
olusturabilirler ancak belirleyici degildir. Kanh agarda o hemoliz yapar. Yapilan ¢aligmalarda
bogazdan, agiz boslugundan, kandan ve subakut bakteriyel endokarditten izole edildigi

belirtilmistir(45).

1.2.3.6. Mutans streptokok grubu:

S. mutans 1924 yilinda ¢iiriik dislerden J. Kilian Clarke tarafindan izole edilmis ve
tanimlanmistir. Derin dentin gliriiklerinde kiigiik zincirler olugturan coccobasillere rastlamig
ve bunlarin mutasyona ugramis streptokoklar oldugunu diisiinerek Streptococcus mutans adim
vermistir. Clarke ¢iirik ile Streptococcus mutans arasindaki iliskiyi kanitlamaya galigmug
ancak destek gérememistir(27).

Streptokoklar ve g¢iiriik arasindaki iligki, 1960’11 yillarda gnotobiyotik hayvan
modelleri kullanilarak yapilan ¢iirik mikrobiyolojisi ¢alismalariyla tekrar giindeme
gelmistir(55). Serolojik caligmalarla hiicre duvarmin antijenik 6zelliklerine gore 8 serotipi
tanimlanmistir(9,16,29,76,79,106). Mutans streptokok grubuna ait o6zellikler Tablo-3’de

gosterilmektedir.
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S. mutans 36-38 Rha,Glc cef
S. rattus 41-43 Rha, Gal, Gro b
S. sobrinus 44-46 Rha, Glc, Gal ag
S. critecus 42-44 Rha, Glc, Gal a
S. downei 41-42 TE h
S. macacae 35-36 TE c
S. ferus 43-45 Rha,Glc c

Rha, ramnoz; gic, glukoz;

Gro, gliserol; TE: tayin

edilmemis

Tablo 3: Mutans streptokok grubunun ayirt edici 6zellikleri (76)

Streptococcus sobrinus (serotip d,g): 0.5 pm ¢apinda, iftler ve uzun zincirler halinde
bulunan, Gram(+) koklardir. Sakkaroz igeren agarda 1 mm gapinda, piiriizlii yiizeyli, kiimeler
halinde bulunurlar. Bazi tiirleri kanli agarda o-hemolitiktir(45). S. sobrinus’un ¢liriik
progesindeki rolii hakkinda ¢ok fazla bilgi mevcut degildir; ¢iinkii S. mutans ve S. sobrinus’un
ayirdedilmesine yonelik ¢ok fazla ¢aliyma bulunmamaktadir. Ancak son yillarda molekiiler
biyolojik yontemlerdeki gelismeler ile S. mutans ve S. sobrinus’un fenotipik ve genotipik

farkliliklarinin belirlenmesi saglanabilmektedir(65, 91).

Streptococcus critecus (serotip a): 0.5 um c¢apinda, zincirler veya ciftler halinde
bulunurlar. Sakkaroz iceren agarda 1 mm ¢apli, piriizli yiizeyli, kiimeler halinde,
ekstraselliiler glukan igeren bir s1vi ile gevrili koloniler, kanli agarda 2-3 mm ¢apinda, diizgiin
yiizeyli yuvarlak koloniler olugtururlar. Fakiiltatif anaerobturlar. Hamster ve ratlarin agzinda

bulunurlar. Insanlardan nadir olarak izole edilirler (45, 76).
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Streptococcus rattus (serotip b): 0.5 pum capmnda, zincirler veya ciftler halinde
bulunurlar. Gram(+) 6zelliktedir. Arginin ve eskiilini hidrolize ederler. Hidrojen peroksit

tiretmezler. Sakkarozdan ekstraselliiler glukan sentezlerler (45).

Streptococcus ferus (serotip ¢): 0.5um gapinda, ¢iftler ve zincirler olugturan Gram(+)
koklardir. Sakkarozdan ekstraselliller ve intraselliiler polisakkarit {iretirler. Sadece vahsi

ratlarin agzindan izole edilirler, insanda bulunmazlar (45).

Streptococcus macacae (serotip c¢): Insanda bulunmazlar. Mannitol, rafinoz ve

sorbitol fermentasyonu yaparlar ve eskiilini hidrolize ederler ( 45).

Streptococcus downei ( serotip h): Insandan izole edilememektedir (45).

Streptococcus mutans (serotip c,e,f): 0.5-0.75 pm ¢apinda, ¢iftler veya kisa ve orta
uzunlukta zincirler halinde bulunurlar, kapsiilsiizdiirler. Koloniler hareketsiz, katalaz (-) ve
Gram (+) tir. Dental plaktan izole edilen mutans streptokoklarin ce ve f serotipleri
mevcuttur. S. mutans grubu fizyolojik ve morfolojik 6zelliklerine gére olduk¢a homojen bir
grup olusturur(45,69,76). Kromozom yapisindaki GuanintSitozin (G+C) igerigi ve DNA
hibridizasyon ¢aligmalan Streptococcus mutans tiirleri arasinda belirgin farkliliklar oldugunu
gOstermigtir (30,79,90).

Mitis-salivarius-bacitracin agar’da kiiciik, diizensiz smurli, opak, buzlu cam
goriiniimiinde, kabarik, koloniler olustururlar. Sakkaroz igeren mitis-salivarius agar veya
trypticase-yeast-cystine agar lizerinde piirlizlii yiizeyli, kiimeler halinde, tizerlerinde boncuk

veya damlaciklar halinde suda ¢oziinen ekstraselliiler polisakkarit igeren sivi  bulunan
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koloniler olustururlar. Kanhi agarda o, p ve y hemoliz yaparlar. Koloni morfolojileri
bulunduklart kiiltiir ortamina gére degiskenlik gosterir. Kat1 ortamda gozlenen morfolojileri,
piriizlii, diizgin yiizeyli ve mukoid o6zellikte kolonilerdir. Asit kosullarda veya kat1
ortamlarda 1.5-3 pum uzunlugunda cubuklar olustururlar. Sakkaroz igeren agarda ¢ofu
S. mutans tiirti, 1 mm ¢apinda koloniler olugturur ve suda eriyebilen polisakkaritler olugturur.
Kanli agarda anaerobik olarak 2 giin inkube edildiginde, gri-beyaz, dairesel ve diizensiz

smirli, 0,5-1 mm ¢apl koloniler olusturur (45).

1.2.3.6.1. Streptococcus mutans’in Metabolik Aktivitesi

Sakkarozdan ekstraselliiler polisakkarit olugturma yetenegi Streptococcus mutans’im
¢liriik yapic1 belirgin dzelliklerindendir. Streptococcus mutans’in glukan iretmeyen tipleri,
diizgiin yiizeylerde giiriik olusturamaz. Mannitolii ve sorbitolii fermente eder. CoZalmalar:
icin belli vitaminler diginda &zel sartlara gerek yoktur. Nitrojen kaynag: olarak amonyak
kullanirlar. Diger oral streptokoklar igin inhibitdr olan sulfonamidler Strepfococcus mutans
i¢in inhibitor etki gostermez. Bu ozelliginden Streptococcus mutans izolasyonu igin segici
besiyeri hazirlanmasinda faydalamlir.

Streptococcus mutans, sakkarozdan suda ¢6ziinmeyen polisakkaritler sentezleyerek dis
yiizeylerine kolonize olabilir. Diger streptokoklardan daha asidiirik olup organik asitler iiretir.
Karyojenik ve karyojenik olmayan streptokoklar glikoz igeren sivi ortamda ¢ogalip
fermentasyon yapabilirler. Glikoz fermentasyonu sonucu asit {iretimi karyojeniteyi
belirlemeye yonelik spesifik 6zelliklerden degildir. Kat1 ortamda Streptococcus mutans’n asit
yogunlastirmast diger oral streptokoklardan fazla olmaktadir. Asidofiliktirler ve asit ortama
diger oral bakterilerden daha yiiksek tolerans gosterirler(76,79). Bu asit tolerans dzelliZinin,

membrana bagli proton-translocating ATP-ase enzimi ile ilgili oldugu bildirilmigtir (11).
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Karyojenik Streptococcus mutans tiirleri, lizojenik bakteriyofaj yapar. Karyojenik
olmayan Streptococcus mutans’in mutant tipleri cama yapigma 6zellii gdstermez ve suda
¢oziinmeyen polisakkarit olusturma yetenekleri azalmigtir. Bu mutant tiirler, lizojenik fajlarla
enfekte olurlarsa yapisma yetenegi kazanarak suda ¢ozinmeyen polisakkarit

olugturabilirler(79).

1.2.3.6.2. Streptococcus mutans’m Ekolojisi

Streptococcus mutans’m agizda ilk olarak yerlesmesi, dislerin stirmesi ile retansiyon
bélgelerinin olusmasina baghdir. Streptococcus mutans uniform olarak tiim yiizeyde kolonize
olmayip belli bolgelerde toplanir. Kolonize olma sikhifi sirastyla posterior aproksimal
bolgeler, fissirler, anterior aproksimal bolgeler ve diger diiz ytizeylerdir(76,79).

Aktif ¢iirikli  bireylerin  dental plak Omeklerinden ¢ok sayida izole

edilmektedir(71,76,79).

1.2.3.6.3. Streptococcus mutans’ m Epidemiyolojisi

Epidemiyolojik galismalar sonucunda gocuklar ve geng eriskinlerde mine ¢iiriigiinde;
yaslilarda kok iiriiklerinde; bebeklerde biberon cliriiklerinde birincil etkenin Streptococcus
mutans oldugu saptanmistir. Diinya genelindeki tiim insan popiilasyonlarinda Streptococcus
mutans meveuttur (71). Yiiksek, diisiik ve ¢ok diistik ¢iirtik prevalansi gozlenen bireylerin
hemen tiimiinde Strepfococcus mutans’ a rastlanmistir (22).

Eriskinlerde disler gekildikten sonra yok olduklan ancak protez kullanimi ile birlikte
yeniden ortaya ¢iktiklar: ifade edilmektedir (21).

Mutans streptokoklar 19-31. aylarda, “enfektivite penceresi” olarak tanmmlanan bir

donemde, bebeklerin siit dislerinin siirmesi ile birlikte kolonize olmaya baglarlar (23). Dort
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yasindaki ¢ocuklarin %33-75’inde, geng eriskinlerin %80-90°mda ve tim yetigkinlerde bu
mikroorganizma bulunmaktadir. c/e/f serotipleri (S. mutans) ve d/g (S. sobrinus) serotipleri
insanda yiiksek oranda gdzlenir. S. mufans kolonizasyonu retansiyon yerlerinin artmasi ile
birlikte artis gosterir(69,71,72,76). Hipoplazik mine lezyonlarinda retansiyon yerinin fazla
olmasi nedeniyle kolonizasyonu fazlalasir (66,79).

Serotip ¢, insan tikkriik ve dental plaginda bulunur. Strepfococcus sobrinus,
Streptococcus mutans kadar sik bulunmaz ve genellikle Streptococcus mutans ile birlikte

goriiliir(21,60,68).

1.2.3.6.4. Streptococcus mutans’m Karyojenitesine Etkili Faktorler:

S. mutans dental plakta baskin olmasim saglayan ve ¢iiriik olusumuna neden olan bazi
faktorlere sahiptir. Bunlar ekstraselliiler ve intraselliiler polisakkarit sentezi, asit tretimi,
asidik ortamlarda yasayabilme yetenegi ve endodekstranaz iiretimi olarak sayilabilir
(6,41,76).

Ekstraselliiler Polisakkarit Sentezi :

Polisakkaritler, suda ¢ozinebilen ve suda ¢oziinemeyen polisakkaritler olarak ikiye
ayrilir. Suda ¢oziinen polisakkaritler, labildir ve bakteriler tarafindan metabolize edilirler.
Suda ¢oziinmeyenler dental plagin olusumuna katilirlar ve bakterilerin plaga tutunmasini
saglarlar. S. mutans sahip oldugu glikozil transferaz enzimi olusumunda gorevli gtf genleri ile
sakkaroz varliginda suda goziinebilen ( a1-6 bagl) ve suda ¢oziinmeyen (al-3 bagl) glukan
(dekstran) molekiillerini sentezler(76). Glukanlar, plak matriksinin Oonemli bir kismim
olusturarak S. mufans’m tutunmasim ve bakteri metabolizmasiun asidik yan firlinlerinin

ortamda birikmesini saglar.
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S. mutans, fif geni tarafindan iretilen fruktoziltransferaz enzimi ile sakkarozun
yapisindaki fruktozdan iniilin tipte bir fruktan polimeri olusturur. B, 2-1 bagh fruktoz
{initelerinden olusan fruktanlar adezyona katilmaz ve dental plakta uzun siire kalmazlar. Daha
¢ok ekstraselliiler karbonhidrat kaynag1 olarak bulunurlar. Oral bakterilerin ¢ogu tarafindan
firetilen fruktanhidrolaz enzimleri aracilif ile fruktoza pargalamirlar.

Bu polisakkaritler sakkarozun glikozid baglan ile baglanmasi sonucu olusur.

n-sakkaroz glukoziltransferaz (glukan)n + n-fruktoz
>

n-sakkaroz firuktoziltransferaz . (fruktan)n + n- glikoz

Dig Yiizeylerine Tutunmasi:

S. mutans’m dis yiizeyine tutunmasi iki agamada meydana gelir. Baslangi¢ atagmam
reversibl bir olaydir ve yiizey komponentleri tarafindan gergeklestirilir. Bu asamada bakteri,
hiicre proteinleri ve tikiiriik glikoproteinleri ile kazanilmis mine pelikiili arasinda bir
etkilesim meydana gelir. S. mutans’ m yiizeyinde bulunan fibrillerdeki fonksiyonel kisimlar
kazanilmig mine pelikiiliindeki komponentlere tutunur. Daha sonra glukanlar ve hiicre
yiizeyinde bulunan reseptorier (adhesinler) tarafindan yonlendirilen hiicre akiimiilasyonu

gerceklesir(38,76,84).

Seker transportu ve intraselliiler polisakkarit sentezi:

S. mutans sahip oldugu yliksek afiniteli geker transport sistemleri aracilifiyla hiicre
i¢ine seker transportunu gergeklestirir(6,76). Mutans streptokoklar fosfoenolpiruvat (PEP)-
baglantili fosfotransferaz (PTS) [PEP-PTS] sistemine sahiptir. PTS, asidojenik oral

bakterilerde bulunur. Hiicre sitoplazmasinda Hpr ve Enzim I (EI) adli sekere 6zgili olmayan ve
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Enzim II (EII) adli sekere 6zgli proteinlere sahiptir. PTS aktivitesi, ortamdaki glikozun
siurll, pH’ 1 nétr ve bakteriyel bilyiimenin diisiik hizda oldugu durumlarda optimaldir.

S. mutans’ta bulunan diger bir seker transport sistemi de goklu seker metabolizmasidir
(multiple sugar metabolism, msm sistemi). Melibiyoz, rafinoz ve izomaltosakkaritlerin hiicre
icine iletimini saglar (17,76).

Ortamda fazla glikoz ve sakkaroz gibi sekerlerin varliginda S. mutans intraselliiler
polisakkarit (IPS) sentezleyerek depo eder. IPS glikojene (a 1,4 bagh glukan) benzeyen bir
polimerdir. Glikoz bulunmadii durumlarda depo edilmis intraselliiler polisakkaritler

metabolize edilerek fermentasyon ve asit iiretiminin devamlilif saglanir(6,13,76,79).

Asit Toleransi:

Mutans streptokoklar glikozu fermente ederek organik asitleri olustururlar. Enzim
sistemleri ile gergeklesen bu reaksiyonlar, dental plagin asidik karakter kazanmasina yol agar.
Streptococcus mutans asidik kosullara adapte olmasim saglayan bir 6zellige
sahiptir(12,35,44). Urettigi membrana bagli ATPase enzimi ile H' iyonlarin1 hiicre digina
pompalar ve hiicre i¢i asit konsantrasyonunu azaltir(11). pH 4.0’den diistik degerlerde bile
metabolizmasim  siirdiirebilir. Asit toleransi1 ATPase enzim aktivitesinin ylikselmesine
baglidir. Boylelikle Streptococcus mutans diigiik pH degerlerinde bile glikolizi stirdiiriir ve

yagamaya devam eder (35,76,79).

Asit Uretimi:
S. mutans birgok sekeri fermente ederek organik asitler tretir. Glikoz bakteri
hiicresinin i¢ine alimip, glikoliz yoluyla piruvik asite gevrilir. Mutans streptokoklar, ortamda

sekerin fazla bulundugu durumlarda piruvik asiti laktatdehidrojenaz (LDH) enzimi ile laktik
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asite cevirirler. Laktik asit dis ¢liriigii olusumunda en kuvvetli ve en etkili asittir. Glikozun
sinirhh miktarda bulundugu durumlarda piruvatformat lyase (PFL) enzimi aracilif: ile formik
asit, asetik asit ve etanol retirler. PFL’1in dtizenlenmesi, gliseraldehit 3-fosfat (GLY-3-P)
kontrolii ile saglanir. GLY-3-P, PFL enzimi i¢in negatif etkilidir (76).

S. mutans’1n metabolizma son firiinleri Sekil 1’de gosterilmektedir.

Glikoz > G-6-P —> F-1,6-DP
Piruvik asit <« PEP <— GLY-3-P

Laktat

Dehidrojenaz Pyruvateformate-lyase

» Asetil CoA
ASETIK ASIT ETANOL
4 FORMIK ASIT

LAKTIK ASIT

G-6-P: glikoz-6-fosfat;
F-1,6-DP: fruktoz-1,6-difosfat; GLY-3-P: gliseraldehit 3-fosfat; PEP: fosfoenolpiruvat

Sekil 1: Streptococcus mutans’m karbonhidrat metabolizmasinin son iriinleri (76).

Endodekstranaz Uretimi
Streptococcus mutans, ekstraselliller dekstranlar igindeki o 1-6 baglarim pargalayan
endodekstranaz enzimi iiretir. S. mutans trettigi endodekstranazlar aracilif1 ile glukan igeren

baslangi¢ dental plak i¢ine invaze olabilir (6).
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1.2.3.6.5. Hiicre Duvan Ozellikleri

Streptococcus mutans glukan ve levandan olusan bir kapsiil ve kompleks yapida bir
hiicre duvarina sahiptir. Peptidoglikanlar, lipotekoik asit, polisakkaritler, proteinler ve
lipoproteinler bu kompleks yap iginde yer alir(76,79,86). Komponentlerin herhangi birinde
olusabilecek bir degisiklik hiicre yiizeyinin dzelliklerini degistirebilir.

Hiire duvanmn Kkalitatif ve kantitatif kompozisyonu genotipik degisikliklerin
olusmasimna sebep olur. S. mutans karbonhidrat antijenlerine gére 8 serotipe ayrilir. Grup a
antijeni D-glikoz sekansina bagll bir polisakkarittir. Grup b antijeni polisakkarit ve
glikoproteinden olugur. Grup c antijeni ramnoz ve glikozdan; grup d antijeni D-galaktozdan;
grup e D-glikoz-L-ramnoz-L-ramnoz oligosakkarit sekansindan olusan antijenlere sahiptir.

Grup f antijeni ise esit oranda ramnoz ve glikoz igerir (79).

1.2.3.6.6. Yiizey Proteinleri
Streptococcus mutans hiicreleri, P1 ( veya V1L, B, IF, SR, PAc) adi verilen ve pelikiille
kaph yiizeylere tutunmay: saglayan proteinler igerir(32). S. sobrinus’ta benzer fonksiyon

gosteren spad adli proteine sahiptir(63).

1.2.3.6.7. Bacteriocin Uretimi

Bacteriocinler, bakteriler tarafindan ribozomal olarak sentezlenen ve diger
mikroorganizmalarin {iremesini engelleyen proteinlerdir. Mutans streptokoklar tarafindan
{iretilen bacteriocine mutacin adi verilir. Mutacin iireten mutans streptokoklarin kot agiz
hijyeni ve beslenme aliskanhklarina sahip bireylerde daha uzun siireli kolonize olduklar: ifade

edilmektedir (46).
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1.2.3.7. Streptococcus mutans Izolasyonunda Kullanilan Kiiltiir Yéntemleri:

Streptococcus mutans izolasyonunda mitis salivarius basitrasin (MSB) agar kullanlir.
Sakkaroz, basitrasin ve potasyum telliirit igerir(40). TYCSB agar; TYC agar ( trypticase,
yeast extract ve cystine), sakkaroz ve basitrasin igerir (101). GSTB agar; GS agar ( trypticase
ve yeast extract), glukoz, sakkaroz, basitrasin ve potasyum telliirit igerir (96). TSY20B agar,

trypticase soy agar, yeast extract, sakkaroz ve basitrasin igerir (89).

1.3.DENTAL PLAK

1.3.1. Dental Plak ve Dis Ciiriigii

Oral kaviteki bakterilerin tiirleri, sayis1 ve biyolojik 6zellikleri, birgok g¢aligmanin
konusu olmustur (78,84,85,108). Bir polimer matriks icinde bulunan mikroorganizma
topluluguna dental plak denir. Agiz i¢indeki bolgelere ve dislere gore farkhiliklar gdsteren
uniform olmayan bir yapidadir. Bu polimerik kompozit yapi, bakteriler ve substratlar
arasindaki degisik etkilesimler sonucu olusur. Bakteriyel triinlerin agifa ¢ikmast ile dis
¢iiriigii ve periodontal hastaliklar gibi patolojik olaylar gelisir.

Plak ve oral flora birgok bakteri toplulufunun yasadigi, denge bozulmadifinda
patolojik 6zellik gostermeyen bir ekolojk sistemdir. Patolojik ozellik kazanmasinda ti¢ goriig
one siiriilmiistiir. Spesifik plak hipotezine gre birgok farkli mikroorganizmadan olugan plak
mikroflorast iginden spesifik tlirler hastalia neden olur. Nonmspesifik plak hipotezi,
hastaligm tiim plak mikroflorasinm birlikte aktivitesi sonucu olugtugunu kabul etmektedir.
Ekolojik plak hipotezine gore hastalikla iligkili olan bakteriler saghkli agizlarda da
bulunabilirler; ancak patolojik diizeyde degildir. Cevresel kosullarda ortaya ¢ikan degisiklik

sonucu mikroflora dengesinin bozulmasi ile patojen bakteriler aktivite gdsterebilirler.
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Ornegin, uzun siireli seker alimma bagh olarak gevresel kosullar ve plak pH’in diigmesi

ciiriige neden olan tiirlerin gogalmasina yol agabilir (76).

1.3.2. Dental Plak Olusumu ve Yapasi

Mikroorganizmalar temiz bir dis ylizeyine tutunamaz. Tiikiirtikteki glikoproteinlerin,
fizyolojik olarak dis yiizeyine ¢okelerek olusturdugu tabakaya kazamlmg pelikiil ad: verilir.
Dis temizlendikten sonraki iki saat iginde koklar pelikiille kaphi mine yiizeyine adsorbe
olurlar. S, mutans, S. sanguis ve aktinomigesler bu dncii mikroorganizmalardandir. Bakteri
hiicresi ve pelikiille kaph dis arasinda uzun dénemli fizikokimyasal etkilegimler baglar. Bu
molekiillerin etkilesimi sonucu olugan elektrostatik yikk degisimleri ve van der Waals
kuvvetleri, zayif bir ¢ekim alam olusturarak reversibl bir adezyon saglar. Oral streptokoklarin
birgogunda gorillen antijen Il multifonksiyonel reseptorler adezyonda Onemlidir.
Bakterilerdeki bu reseptor noktalar, tiikiiriik glikoproteinlerine, diger bakteri hiicrelerine ve
kalsiyuma tutunma ozelligi gosterir. Bu safhadan sonra bakteriler pelikiile irreversibl olarak
tutunur ve enfekte olan pelikiil dental plak dzelligi kazanir. Dental plak, mikroorganizmalarin
tiiktiriik akist ve dil hareketleri gibi mekanik kuvvetlerle dis yiizeyinden uzaklagmalarina
engel olur(70,76,84).

Ik tutunan bakteriler ile yeni katilan bakteriler arasindaki koagregasyon plak
mikroflorasindaki bakteri sayistm ve cesitliligini arttinr. Aerob ve fakiiltatif anaerob
mikroorganizmalar oksijeni kullanarak karbondioksit olustururlar. Bdylece zorunlu anaerob
bakterilerin gogalmasi igin uygun ortam saglamr. Zorunlu anaerob bakteriler, streptokok ve
Actinomyces gibi tiirlere tutunur. Buna koadezyon adi verilir. Mutans streptokoklarin, bazi
mitis gruplarinin ve 4. naeslundii’nin sakkarozdan {irettigi ckstraselliiler glukanlar ve

fruktanlar, bakteriler aras1 tutunmay1 ve akiimiilasyonu kolaylastinir (38,76,79,84,102).
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1.3.3. Dental Plagin Mikrobiyolojik Yapisi

Dental plak ve ag1z mikroflorasinda 300°den fazla bakteri tiirli tanimlanmigtir (56,84).
Dental plak mikroflorasi digin farkh yiizeylerine gore degismektedir.

Fissiirlerin mikroflorast1 Gram (+) karakterde ve streptokoklar baskindir. Ozellikle
Streptococcus mutans ¢lirik gozlenmeyen bolgelerde bile bulunabilir. Zorunlu anaerob
bakteriler ve Gram (-) tiirler genellikle diisiik sayida bulunur ve nadir olarak izole edilirler.
Diseti olugunda daha farkli tiirde ve gogunlukla Gram (-), zorunlu anaerob bakterilere
rastlanir. Aproksimal bolgelerdeki plakta bu iki grubun kargik olarak bulundufu bir

mikroflora mevcuttur. Supragingival plaktaki mikroorganizmalar Tablo 4’te gdsterilmigtir.

& ,{%
S. sanguis

S. oralis

Mutans streptokoklar
S. salivarius

A. naeslundii

A. odontolyticus
Haemophilus spp.
Captocytophaga spp.
Fusobacterium spp.

Siyah pigmentli anaeroblar

Tablo 4: Supragingival plakta bulunan bakteriler (76)
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1.4. Streptococcus mutans Identifikasyonunda Kullanilan Yéntemler

1.4.1. S. mutans’m Tiplenmesi

Streptococcus mutans  izolatlanmn  tiplenmesi, epidemiyolojik ¢aligmalarda,
bakterilerin gegis yollarinin saptanmasinda, hastaliklarin spesifik bakteri tiirleriyle olan
iligkilerinin belirlenmesinde, enfeksiyonun heterojenitesinin incelenmesinde yararlanilan bir
yontemdir.

S. mutans’n tiplenmesinde kullamlan ydntemler, tiplenebilirlik (her izolat igin bir
sonug alinmasi), tekrarlanabilirlik (her tekrarda aym sonuca ulagabilme), aywrt edilebilirlik
(ilgili olmayan tiirleri ayirt edebilme) kriterlerine uymahdir (4).

Mikroorganizmalarm epidemiyolojik tiplemesi , fenotipleme ve genotipleme olarak

iki sekilde yapilir.

1.4.1.1. Fenotipleme Ydntemleri:

Bacteriocin iretiminin ve bacteriocinlere duyarlilifin 6lgiilmesi, serotipleme,
biyokimyasal testler, antibiyotik rezistansi ve bakteriyofaj tipinin belirlenmesi gibi
yontemlerdir (77).

Bacteriocin tipleme:

Oral streptokoklar igin geligtirilen ilk epidemiyolojik tipleme y&ntemidir(54).
Bacteriocinler, diger bakterilerin gogalmasim inhibe eden protein igerikli substanslardir.
Tipleme bacteriocinlere karsi duyarhligin ve inhibitor etkilerin belirlenmesi ile yapilir.

Serotipleme :

[mmiinodifiizyon, immiinofloresans ve immunelektroforez yontemleri kullanilarak

hiicre duvarindaki karbonhidrat antijenler belirlenir (16,82).
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Biotipleme:
Mutans streptokoklarn fermentasyon 6zelliklerine, arginin hidrolizine ve bacteriocin
duyarlihgmma gore yapilir. Hiicresel yag asidi analizi, hiicre protein analizi ve multilocus

enzim elektroforezi (MEE) kullanilir (39).

1.4.1.2. Genotipleme Yontemleri

Molekiiler tipleme yontemleri mikroorganizmalarm DNA’lan ile ilgili, aywrt ediciligi
ve tekrarlanabilirligi yiiksek yontemlerdir (5,80). Plasmid analizi, restriksiyon nitkleaz analizi
(REA), restriction fragment length polymorphism (RFLP), pulsed field gel electrophoresis

(PFGE) ve arbitrarily-primed polymerase chain reaction (AP-PCR) bu yontemler arasindadir.

Plasmid Analizi:

Plasmidler, DNA’nin ekstrakromozomal halkalaridir. Antimikrobiyal rezistans,
virulans ozellikleri ve hidrokarbon metabolizmas: gibi birgok 6zelliklere sahiptir(74). Plasmid
analizi epidemiyolojik ¢aligmalarda uygulanan ilk DNA bazli tekniktir(25). S. mutans
tirlerinin sadece %5’inde plazmid bulunduundan S. mutans tiplemesinde sk

kullanilmamaktadir(43).

Restriksiyon Endoniikleaz Analizi (Restriction Endonuclease Analysis - REA):

Bakteri kromozomu DNA’s1 restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile belli DNA
dizilerinden kesilir ve sonra jel elektroforezi ile ayrilir. Restriksiyon endoniikleaz enzimleri
bakterilerden elde edilir veya sentetik olarak iiretilirler. Jeller etidyum bromiir ile boyandiktan
sonra ultraviyole isik altinda bant yapilari marker’lar (DNA cetveli) ile kargilagtinilarak

incelenirler. Bu islem ile birgok bant igeren bakteriye 6zel parmak izleri elde edilir (97).
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REA, mutans streptokoklarmn genetik iligkilerini belirlemede kullanilmugtir (1,24,58,87).
Restriksiyon Par¢a  Uzunluk  Polimorfizmi  (Restriction  Fragment Length
Polymorphism - RFLP):
Mikroorganizmalarin DNA’s1 enzimlerle kesilip elektroforezle aynldiktan sonra
ayrilan kisimlar Southern Blot teknigindeki DNA veya RNA problar ile isaretlenir (57,94).
DNA ekstraksiyonu ve jel elektroforez sonrasinda fragmanlar RNA problari ile hibridize

edilir. Elde edilen bantlar karsilastirilarak ribotipleme yapilir (1,87).

“Pulsed Field” Jel Elektroforezi ( PFGE):

DNA molekiilleri belirli zaman araliklarinda birbirlerine farkli agida iki elektriksel
alan etkisinde birakilir. DNA molekiilleri bir elektriksel akima uygun hareket ederken kisa bir
stire sonra diger akima uygun yonde ilerler. Bu ySntemle 5 megabaz boyutundaki DNA
pargalan bile aynlabilmektedir (97). Yiiksek tekrarlanabilirligi ve ayirt edici 6zelliginden

dolay1 “altin standart”olarak kabul edilir (5,80).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu:

Son yillarda Streptococcus mutans’in ¢liriik ve dental plak olusumu ile olan iligkisinin
belirlenmesinde molekiiler genetik yontemler yaygin olarak kullaniimaktadir (53,86,87,88).

Polimeraz zincir reaksiyonu, spesifik bir DNA pargasiun kopyalarnmn primerler
tarafindan yonlendirilerek, enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde tammlanan in vitro bir
yontemdir. Bu yontem ile gok az miktarda DNA kisa stirede ¢ogaltilabilir. Cift iplikli bir
DNA molekiiliiniin denatiirasyonu hedef dizilerine iki oligoniikleotid primerin baglanmasi ve
uzamas esasina dayanir. Spesifik kisa zincirli oligoniikleotid primerler, kalip DNA molekiilii

yiiksek sicaklik derecelerinde denatiire edildikten sonra, tek iplikli DNA molekiilleri iizerinde
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kendilerine tamamlayici olan bolgelere hidrojen baglan ile baglanirlar. Primerlerin spesifik
oldugu hedef dizilere, baglanmas1 ve uzamasi diisik sicaklik derecelerinde gergeklesir.
Boylece hedef bolgelerin gogaltilmasi (amplifikasyon) saglanir. Bu hedef genetik materyal,

ok az sayida bile olsa ¢ogaltilarak identifiye edilebilir (97,104).

1.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonunun gergeklesmesi igin belli temel bilesenler ve iglem
basamaklarina gerek duyulmaktadir.

1. Cogaltilacak olan kalypp DNA

PCR i¢in her tiirli kaynaktan temin edilen genomik DNA’lar, plazmid ve
faj DNA’ lan, gesitli genler veya herhangi bir DNA parcasi kalip olarak kullamlabilir. Bu
kalip DNA molekiilleri amaca gére komplementer DNA (cDNA) , genomik DNA, genomik
kitapliklar halinde, aragtirma laboratuarlar1 ve kliniklerden elde edilebilir.

2. Yiiksek isiya dayanikli DNA polimeraz enzimleri

DNA polimeraz enzimleri, kalip ipligin karsisina tamamlayici bir DNA ipligi meydana
getirmek iizere, orijinal kalip iplikteki baz bilgisini kullanarak, dort gesit deoksiriboniikleotid
trifosfattan, uzun poliniikleotid zincirin sentezini katalize ederler. Bu enzimler, sentezi
baglatmak igin kahp molekiildeki tamamlayici diziye baglanan kisa DNA parcalarina
( primerlere) gerek duyarlar. Sentezin y6nii 5° ugtan 3’ uca dogru olup, primerin serbest 3’-
hidroksil ucuna ortamdaki dNTP’lerin niikleofilik etki yapmalari ile, fosfodiester baglarmin
katalizi ve yeni DNA ipliginin polimerizasyonu saglamr.

Termostabil enzimlerden ilki ve en yaygin olarak kullanilam Thermus aquaticus’ tan
elde edilen Taq DNA polimeraz’ dir. Tag DNA Polimeraz’in 95°C*deki yar1 dmrii yaklagik 40

dakika kadardir. Guanin+Sitozin (G+C) bazlar yoniinden zengin olan hedef DNA’larin
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amplifikasyonunda daha etkili oldugu belirtilmigtir. Bu fragman aym zamanda genis bir Mg
iyon konsantrasyonunda (2-10 mM) aktivite gosterebilmektedir. Boylelikle ayn1 reaksiyon
tiipiinde, iki veya daha fazla farkli hedef DNA sekanslari aym reaksiyon ortaminda amplifiye
edilebilir (52,97).

3. Sentezda Kullamlan Primerler ve Ozellikleri

Sentetik olarak kolayca hazirlanabilen tek iplik¢ikli spesifik DNA segmentlerine
primer ad1 verilir. Kullanilma amaglarina gore, 10-40 oligoniikleotid’den olusabilirler. Primer
dizileri, hedef DNA iizerinde tamamlayici olan baz siralarmi bularak onlara baglanir ve 3’-
OH ucundan DNA sentezinin ilerlemesine basamak tegkil ederler. Primerlerin yapisinda,
%50-60 kadar Guanin+Sitozin (G+C) bazlar1 bulunmaktadir. Bu da hedef DNA ile daha
kuvvetli H' baglar1 (Adenin=Timin, Guanin=Sitozin) kurulmasina yardimci olur. Primerlerin
3°-OH ucundaki bazlar, hedef DNA’nin kopyalanmasini baglatir. Bu nedenle primerlerin 5°-
ucu hedef DNA’nm 3°-OH ucu ile birleserek polimerizasyonun 5°-3’ yoniinde olmasim saBlar
(10,97,104).

4. Sentezde kullamilacak olan deoksiniikleotid trifosfatlar (dNTP)

Deoksiniikleotid trifosfatlar (JATP; sGTP, dTTP, dCTP) yiiksek saflikta tek tek veya
dortli karisimlar halinde ticari olarak elde edilebilir. Her deoksiniikleotid trifosfat
konsantrasyonunun esit (20-200 mM arasinda) olmas tirfiniin ozgiinliigii ve dogru sonug elde
edilmesi a¢isindan  Gnmemlidir. Stok dNTP soliisyonlannin  pH’1 7.0 olmali ve
konsantrasyonlar spektrofotometrik olarak kontrol edilmelidir.

Optimal dNTP konsantrasyonu; MgCl, konsantrasyonuna, reaksiyon kosullarna,
primer konsantrasyonuna, gogaltilms irlintin boyuna, PCR dongii sayisina baghdir. Diisiik

dNTP konsantrasyonlar: hedef olmayan bolgelerde yanlis primer eslesmesini azaltir (97).
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5. DNA Polimerazn calismast icin gerekli tamponlar ve MgCl,

PCR’da kullanilan gesitli tamponlar arasinda genelde 6nerilen PCR tamponu 20°C’de
saklanan 10-50 mM Tris-HCI’dir. Tris bir dipolar iyonik tampondur ve 1sisal dongi islemi
boyunca pH’1 6.8 ile 7.8 arasindadur.

Magnezyum iyon konsantrasyonu; primer eslesmesini, firiin 6zelligini, primer-dimer
olusumunu etkileyebilir. Mg*? iyonlar, deoksiniikleotid trifosfatlar ile ¢oziinebilir
kompleksler olusturur, polimeraz aktivitesini stimiile eder, ¢ift iplikli DNA” nin denatiirasyon
derecesini (Tm) artirrlar. Toplam dNTP konsantrasyonuna gére PCR karigimi 0.5-2.5 mM
magnezyum igerebilir. Bu konsantrasyon PCR standardizasyonu ile belirlenebilir. Diiglik
MgCl, konsantrasyonu iirlin olusumda azalmaya, yliksek MgCl, konsantrasyonu ise spesifik

olmayan {iriin birikimine yol agabilir (97).

6. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Isleyisi

PCR istenilen siireler i¢in otomatik olarak farkli 1s1 dereceleri ayarlayabilen PCR
aletleri “Thermal Cycler” yardimiyla gergeklestirilir. Polimeraz zincir reaksiyonu 0.2 veya 0.5
ml’lik kapakli steril tiiplerde gergeklestirilir. Bir PCR déngiisi hedef DNA denatiirasyonu,
primerlerin baglanmas1 (annealing) ve uzama (extension) olmak iizere 3 agamadan
olugmaktadir.

Hedef DNA 'min Denatiirasyonu.

PCR reaksiyonu icin gerekli maddeler gerekli konsantrasyonlara PCR yapilacak
tiiplere konulduktan sonra Thermal Cycler aletine yerlestirilir. Baslangi¢ denatiirasyonunda
kompleks DNA kaliplarmin denatiire olmasim saglamak igin 1s1 otomatik olarak 95°C’ye
yiikseltilir. Etkin denatiirasyon sicakligi ve siiresi 92-95°C ve 3-5 dakika olarak

saptanmistir(97).



28

Primerlerin Baglanmas: ( Annealing):

Denatiirasyon i¢in ayarlanmis olan siire sona erdikten sonra, alet 1s1iy1 55-65°C’ye
indirger. Bu 1s1 primerin &zelligine gore degisir. Ortamdaki primerler hedef DNA tizerindeki
komplementer dizilere baglanir. Primerler kalip DNA’nin sentezi icin, baglangig noktasi
olarak gorev yaparlar. Primer eslesmesi igin gereken 1s1 ve siire amplifikasyon primerlerinin
konsantrasyon ve uzunluklarina baghdir (57,97).

Uzama (Extension):

Kalip DNA’ya primerlerin baglanmas1 gergeklestikten sonra aletin 1s1s1 70-72°C’ye
yiikselerek tiipler iginde bulunan ve 1stya dayanikli olan DNA Polimeraz enzimi 5°-03’
yoniinde olacak sekilde niikleotidleri primerin 3’-OH ucuna yerlestirir ve hedef DNA
sekansinin bir kopyasi elde edilir. Uzama 3’-OH ucuna baglant1 olur olmaz baslar. 72°C’ye
yaklasildign anda termal DNA polimerazlar en aktif hallerine gegerler ve baz uzamast 100
baz/saniyeye yaklagir. Polimerizasyonda yeni bazlarin 5’-fosfat gruplarindaki bir fosfat ile
primerin 3°-OH ucu kalip DNA nin komplementeri olacak sekilde ilave olurlar. Bu sekilde
hedef DNA kopyalan elde edilmeye devam eder. Uzama asamasi i¢in 2 dakika yeterli olurken
tiim molekiillerde reaksiyonun tamamlanmasim i¢in son PCR dongiisti yaklagik 10-15 dakika
stirdtirtiliir.

Bu ii¢ ayamamn tekrarlanmasiyla DNA fragmanlan tissel olarak artar. Bu iissel artigin
nedeni, bir déngii sonucu sentezlenen iirliniin ardisik dongitide diger primer igin kalip gérevi
yapmasidir. Béylece her PCR déngiisii DNA molekiilii {izerinde istenilen bdlgenin iki katina
¢ikmast ile sonuglanir (57,97) .

Sekil 2°de polimeraz zincir reaksiyonunun agamalar goriilmektedir.
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7. Polimeraz Zincir Reaksiyonunu Etkileyen Faktorler
Denatiirasyon sicaklign, baglanma sicakhgi ve siiresi, primer uzunlugu ve Mg+2

konsantrasyonu polimeraz zincir reksiyonunu etkileyen faktorlerdendir.

Denatiirasyon Sicaklig :

DNA dizilerindeki bazlar birbirlerine hidrojen baglariyla baghdirlar. DNA
denatiirasyon sicakligindan fazla bir sicakhikta 1sitilip sogutuldugunda diziler birbirinden
ayrilabilir. Kalip DNA’ nin yetersiz denatiirasyonu sonucunda DNA iplikleri yeniden
birleserek iiriin veriminin diigmesine neden olabilir. PCR sirasinda etkin denatiirasyon

sicakliginin 92-95 °C oldugu belirlenmistir ( 97).

Baglanma Sicakligi ve Siiresi:

PCR igin secilen baglanma sicaklign primerlerin boyuna ve icerdikleri baz ¢esidine
baghdir. Primerler igin Tm=[(A+T)x2 +(G+C)x4] °C formiilii ile hesaplamr. Baglanma
sicaklig1 (Ta), primerlerin hesaplanan sicaklik derecesinden 5 °C daha az olmahidir. PCR
sirasinda baglanma sicakligi gok diisiik degerde tutulursa primerlerin 8zgiinligii azalip primer
kendine komplementer olmayan DNA dizilerine baglanarak spesifik —olmayan
amplifikasyonlara yol agabilir. Baglanma siiresi genellikle kisadir. Cogu primer, ¢ok uzun

degilse 30 saniyeden az bir zaman iginde baglanma islemini gergeklestirebilir (97).

Primerlerin Uzunlugu:
Primerler segilirken veya hazirlanirken bulundurduklar baz siralarinin sadece hedef

DNA iizerinde bulunmasma dikkat edilmelidir. Primer tasarimi yapilirken dort bazin esit
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sayida bulunmasi énemlidir. En uygun primer boyu primerin Adenin+Timin (A+T) igerigine

ve reaksiyonda kullanilan diger primerin denatiirasyon derecesine gore belirlenir (11,97)

Magnezyum Konsantrasyonu:

Magnezyum; kalip, primer ve deoksiniikleotid trifosfatlar ile baglanir. Mg'?
konsantrasyonu deoksiniikleotid trifosfatlardan 0.5-2.5 mM fazla olmaldir. Uygun Mg"?
konsantrasyonu her primer i¢in PCR standardizasyonu agamasinda denenerek belirlenir

(10,97).

8. Amplifiye Edilmis PCR Uriinlerinin Saptanmast:
Polimeraz zincir reaksiyonunda amplifiye edilmis iiriinlerin saptanmasinda farkl

yontemlerden yararlanilmaktadir.

Etidyum Bromiir ile Bantlarin Boyanmasi:

Reaksiyon tiiplerinde amplifiye olan PCR iiriinleri yiikleme tamponu yardimiyla
agaroz jel elektroforezine aktarilir. Bu ortamda, tirtinler molekiil agirliklarina gore ayrilirlar.
Jel, etidyum bromiir soliisyonu ile boyanarak PCR firtinleri goriiniir hale getirilir. Olugan

bantlar, marker’larla (DNA cetvelleri) kargilastirilarak degerlendirme yapilir (41, 64).

Southern Blot analizi:
Amplifiye olmus irinler, agaroz jel elektroforezine tabi tutularak molekiil
agirliklarina gore ayrilirlar. Agaroz jelden nitroseliiloz filtre veya naylon gibi kati bir ortama

aktarldiktan sonra denatiire ve fikse edilirler. **P veya biotin gibi isaretli spesifik problarla
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hibridizasyona tabi tutulurlar. Sonuglar otoradyografi veya biotin kullanilmigsa renk indeksine

gore degerlendirilir (57).

Soliisyon Hibridizasyon Teknigi:

Amplifiye edilmis DNA iiriinleri ve isaretli problar uygun sodyum kloriir ( NaCl)
yogunluguna sahip bir hibridizasyon soliisyonu iginde bir araya getirilirler. Karigim 95°C’de
denatiire edilerek DNA iplikgikleri birbirinden ayrihir. Soliisyon 1sis1 50-60°C “ye kadar
indirildiginde problar spesifik DNA dizilerine baglamr. Karigim poliakrilamid jel
clektroforezine (PAGE) aktarilir. Jel igindeki DNAxXDNA hibrit molekiilleri biiyiik
oldugundan ve yavas hareket ettiklerinden baslangigta yer alirlar. Kiigiik molekiiller ise karg:

ugta lokalize olurlar. Degerlendirme Southern Blot analizinde oldugu gibi yapilir (97).



2. GEREC VE YONTEM

Ege Universitesi Dishekimligi Fakiiltesi'ne ¢iiriik nedeniyle bagvuran, yaslar1 13 ile
35 arasinda depisen, cinsiyet ayrimi yapilmayan 20 hasta ¢alismaya dahil edildi. Ajzinda
derin dentin ¢iiriigii bulunan, agiz hijyeni kétii, son ii¢ ay i¢inde antibiyotik ve klorheksidin
preparati kullanmamis hastalarin afiz muayenesinde dolgulu, ¢iiriik ve ¢ekilmis digler
belirlendi. Saglam dis yiizeylerinden 20 adet dental plak ve dentin ¢iiriigii kavitelerinden 20
adet dekalsifiye dentin 6rnegi alindi.

Calismanin ilk béliimiinde bu 6rneklerden Streptococcus mutans mikroorganizmalari
izole edilerek biyokimyasal testlerle identifikasyonu yapildi.

ikinci boliimde ise saglam dis yiizeyinden ve ¢iirikk kavitesi iginden izole edilip
identifikasyonu yapilan Streptococcus mutans mikroorganizmalarinin genotipik farkliliklari

AP-PCR yontemi ile belirlendi.

2.1. Referans Mikroorganizmalarin Saglanmasi:

Calismamizda kontrol amaci ile, Alabama Universitesi Dishekimligi Fakiiltesi Oral
Biyoloji (University of Alabama at Birmingham, School of Dentistry, Oral Biology)
laboratuvarindan temin edilen liyofilize formlardaki Streptococcus mutans NCTC 10449
(ATCC 25175) referans susu ve Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Mikroorganizma Kiiltiir
Koleksiyonlar1 Aragtrma ve Uygulama Merkezi (KUKENS) nden temin edilen

Streptococcus mutans CNCTC 8/77 referans susu kullanildi.
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2.2. Kullamilan Besiyerleri:

*Tripton- Yeast Ekstrakt- Sistin (TYC) Agar:

Tripton: 15¢g
Yeast Extract: 50¢g
L-sistin. 02¢g
NaySOs: 0.1g
NaCl: 1.0g
NaHCOs: 20g
Na,HPOy: 08¢g
Sodyum asetat ( anhidroz). 12.0 g
Sakkaroz: 500¢g
Agar: 120¢g
Distile su: 1000ml1

Yukaridaki maddelerin 25°C’de 1 litre distile su i¢inde ¢oziilmesiyle pH’1 7.3 olan bir
¢ozelti elde edildi. 121°C°de 15 dakika otoklavda sterilize edildikten sonra 45°C’ye kadar
sogutuldu. Basitrasin g¢ozeltisi, ortamdaki konsantrasyonu 0.2 U/ ml olacak sekilde filtre ile
sterilize edilerek aseptik kosullarda ortama eklendi. Hazirlanan bu besiyeri steril petri
kaplarina dokiildii.

* Todd-Hewitt Broth:

37 gram Todd-Hewitt Broth ( Sigma T-1438) 1 litre distile suda ¢dziildii. %12-14
agar eklenerek agarin ¢oziinmesi igin kaynatildi, sofumadan standart test tiiplerine
paylastirildi. 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi. Sterilizasyon isleminden sonra
tiipler yatik pozisyona getirilerek donmalar saglandi. Bu ortam calismamizda izolatlarin

devamlihgimin saglanmasinda ve stoklanmasinda kullanild:.
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® Kan Agari:
95 ml distile suda 3.8 gram kan agar (Oxoid) ve 5 ml steril defibrine koyun kam
karistirilarak petrilere dokiildii. Bu islem sonucunda iistte olusan serum alinarak izolatlarin

alfa, beta ve gamma hemolizin tiretimlerinin belirlenmesinde kullanildi.

* Moller'’s Broth Base:

Bacto pepton 50g
Beef ekstrakt 50¢g
Brom krezol purple soliisyonu (% 1.6)  0.625ml
Krezol red soliisyonu (% 0.2 ) 2.5ml
Glikoz 05¢g
Pyridoxal 0.005¢g
Distile su 1000 ml

Yukaridaki maddeler 1 litre suda ¢ozilip pH 6-6.5’a ayarlandi.Tiiplere
paylastirildiktan sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi.

* MRVP ( Methyl Red- Voges Proskauer ) Broth:

Tamponlanmis pepton: 70¢
Glikoz 2 50g
K>;HPO4 . 50g
Distile su ! 1000 ml

1 litre distile suda ¢dziilen maddeler karistirilarak tiiplere paylastirildi. 121°C’de 15
dakika sterilize edildi. Bu ortam glikozdan aseton tiretiminin belirlenmesinde kullanilds.

e Eskiilin Hidroliz Besiyeri:

Todd-Hewitt Broth igine %0.01 eskiilin ve %0.05 ferrik sitrat eklendi ve sivi besiyeri

tiiplere paylastirilarak 121°C’de 5 dakika sterilize edildi.
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2.3. Kullanilan Cozeltiler:

e Serum Fizyolojik: %0.9’luk serum fizyolojik ¢ozeltisi otoklavda 121°C’de 15 dakika
sterilize edildi. Bu cozelti hastalardan plak ve dentin ¢iiriigii orneklerinin alinmasi ve
orneklerin ekim yapilmadan énce uygun seyreltmelerin hazirlanmasi asamalarinda kullamldi.

* Alfa naftol Cozeltisi: 1 litre %95’lik etanol i¢inde 5 g a-naphtol ¢dziilerek hazirlandi.

¢ %40 ik Potasyum Hidroksit Cozeltisi (KOH):

KOH 40 g
Kreatin 03¢g
Distile su 100 ml

40 gram potasyum hidroksit 75 ml distile su i¢inde ¢oziildii. Cozelti oda sicakhginda bir
siire bekletildi. Daha sonra 0.3 gram kreatin eklenip ¢oziindiikten sonra distile suyun 25 ml’si

daha eklenerek %40’ lik potasyum hidroksit ¢ozeltisi elde edildi.

2.4. Streptococcus mutans’m Genotipik Ayrimlarimin Belirlenmesinde Kullamilan
Alet ve Kimyasallar:
* TE tamponu: 10mM Tris baz ( Merck) (pH: 7.4)
1 mM EDTA ( Sigma) (pH: 8)
Her ikisinden de 5 ml alinip iizerine 490 ml steril deiyonize su eklenerek 500 ml TE tamponu
hazirland1.
* %10 luk Sodyum Dodesil Siilfat Cézeltisi (SDS): SDS :10 g
H,0 : 90 ml
Su 68°C’de 1sitildi. HCl ile pH 7.2’ ye ayarlandi ve hacim 100 ml’ye tamamlandi.
e Santrifiij (Sanyo)

e Vortex (Stuart Scientific S2)
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e Etiiv (Niive FN 200)
e Otomatik pipetler (10- 100 ul, 100-1000 ul , Brand)
e Steril pipet uglar1 ( Brand)
e Ependorf tiipleri
e Mikrodalga firin (Argelik)
¢ Derin dondurucu (Argelik)
e Termal Cycler (Appligene Oncor, Crocodile I1I)
» Otomatik pipetler (1-10 ul, 10-100 ul, Brand)
» Steril pipet uglari ( Brand)
¢ ().2 ve 0.5 lik ependorflar
» Ependorf tasiyicilari
e Otoklav ( Hirayama)
e Otoklav bandi ( Sussex)
* Deiyonize su
* Buz kalib
e PCR tamponu | (NH4),S04)] ( Fermentas)
e MgCl, (2 mM, 1.0 ml) ( Fermentas)
¢ dNTP 20 mMdATP, 20mMdCTP, 20 mMdGTP, 20mMdTTP( Sigma)
* Taq Polimeraz- Thermus aquaticus (Fermentas)

» Mineral yag: ( Sigma)
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e AP-PCR analizlerinde kullanilan Streptococcus mutans i¢in spesifik oldugu bildirilen

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

Primerler 110 ng/ul olacak sekilde sulandinldi ve 25ul’lik amplifikasyonda 55 ng olacak

sekilde kullanildi.

2.5. Agaroz Jel Elektroforezi Icin Kullamlan Alet ve Kimyasallar:

* Tris Asetat Tampon (TAE):

Tris baz ( Merck) 40 mM
EDTA ( Sigma) 1 mM
Glasial asetik asit 1.1 mM

Tris baz 250 ml suda ¢oziildii. EDTA ve asetik asit eklendi. Ultrapure su ile 1000
ml’ye tamamlandi. Kangtirildiktan sonra pH 8° ¢ ayarlandi. 10XTAE soliisyonu elde edildi.
Elektroforez sirasinda ve agaroz jel hazirlamrken 1XTAE kullanildi.

e Etidyum Bromiir: 100 ml deiyonize su iginde 1 gram etidyum bromiir karistirilarak
hazirland:.
e Yiikleme Tamponu: 45 ml 1XTAE, 55ml gliserol, 0.1g Orange G kargtirtlarak
hazirlandi.
* DNA Marker:
-(@x174Haelll) (bg):1353, 1078, 872, 603, 310, 281,271, 234,194, 118, 72
-(O.DNAEcoR 1+HindIT)(bg):21226,5148,4973,4268,3530,2027,1904,1584,1375,947,831,564

e Tartim aleti (Scaltex, max. 3200g d= 0.01 g)

* Agaroz (Sigma)
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e pH metre ( Jenway)

* Yatay elektroforez ( Hyboid)

* Sar1 bant (Sigma T-6781 Lot. 125H0653)

*Gii¢ kaynagi ( 0- 250 volt Hyboid PS250, USA)

* Parafilm ( American National con 1,, Greenwich. CT. 06836)
* Ultra-viyole tray ( Fotodyne)

* Polaroid 657 siyah-beyaz film

e Fotograf cekim apareyi ( Polaroid- Fotodyne Cat. 5-5535)

2.6. Streptococcus mutans izolasyon ve Identifikasyonu I¢cin Kullanilan Yéntemler

Saglam Dis Yiizeylerinden Dental Plak Orneklerinin Alinmast:

Streptococcus mutans’in izole edilecegi dental plak drnekleri ¢iiriiksiiz keser dislerin
vestibiil yiizeylerinden elde edildi. Plak &rnegi alinacak bolge pamuk rulolar ve tiikriik emici
yardimuyla tiikiiriikten izole edildi. Disler hava su spreyi ile ytkamp hava ile kurutuldu. Steril
tahta kiirdanlar ile dislerin vestibiil yiizeylerinden plak &rnegi toplandi . Plak 6rnekleri iginde

1 ml steril fizyolojik tuzlu su bulunan kapakl steril cam tiipler i¢ine alind1.

Dentin Ciiriiklii Dislerden Dekalsifiye Dentin Orneklerinin Alinmas::

Derin dentin ¢iiriigii saptanan vital {ist veya alt birinci daimi molar diglerin ¢iiriik
kaviteleri i¢inden elde edildi. Kaviteler 15 saniye su ile yikanip hava spreyi ile kurutuldu.
Pamuk rulolar ve tiikiiriik emici ile tiikiiriikten izole edildi. Kavite i¢indeki gida artiklar1 ve
yiizeyel dekalsifiye dentin steril bir ekskavator yardimiyla uzaklagtimldiktan sonra kavite

tekrar su ile yikanip hava ile kurutuldu. Daha sonra steril bir ekskavatorle derindeki



40

dekalsifiye dentin drnegi 1 ml steril serum fizyolojik igeren kapakli cam tiipler icine alindi

(Resiml).

Resim 1: Plak ve dentin 6reklerinin tiplerin i¢ine alinmasi

Plak ve dekalsifiye dentin ornekleri bir saat igerisinde Ege Universitesi
Bilim,Teknoloji ve Arastirma Merkezi (EBILTEM) Mikrobiyoloji laboratuvarina nakledildi.

Mikrobiyolojik iglemlere 1-2 saat i¢inde baslandi.



41

Plak ve Dekalsifive Dentin Orneklerinden Seyreltmelerin Hazirlanmast:
Cam tiip i¢indeki ornekler, vortexde (Stuart Scientific SA2 ) 20 saniye karistirilarak
homojenize edildikten sonra seyreltme islemlerine gegildi. Seyreltme steril serum fizyolojik

ile 1/1000 ve 1/10000 oraninda aseptik kosullarda otomatik pipetler kullanarak yapildi.

Resim 2: Plak ve dekalsifiye dentin érneklerinden seyreltmelerin hazirlanmasi

Seyreltmelerden Besiyerlerine Ekimlerin Yapilmast:

Seyreltilen Orneklerden 100 pl alinarak petri kaplarindaki TYCSB agar iizerine
aktarildi ve cam bagetle yayildi. Tiim ornekler besiyerine alindiktan sonra 37°C’de %5 CO,
igeren etiivde ( Niive FN 500 ) 48 saat siireyle inkiibe edildi.

Liyofilize formda referans suslarindan ekim yapilarak tiremeleri saglandi ve koloni
morfolojileri gozlendi. Inkiibasyon sonrasi iiremesi saglanan orneklerin koloni morfolojileri
referans suglarla karsilagtirilarak  kiimeler seklinde, smirlari diizensiz, buzlu cam
gorinimiindeki sert yapili mikroorganizma kolonileri agar yiizeyinden oze ile toplanarak

Todd-Hewitt yatik agarlarina aktarildi ve inkube edildi.

Ly "‘“ﬁmw



42

Resim 3: Seyreltmeleri yapilan érneklerin ekildigi TYCSB agar igeren petriler

2.7. Biyokimyasal Testlerin Uygulanmasi

Karbonhidratlarin Fermentasyonu:

Fermentasyon denemelerinde mannitol, sorbitol, melibiyoz, rafinoz, iniilin, nisasta ve
dekstrin kullanildi. pH’1 7.0 olan Todd-Hewitt Broth besiyeri bulunan tiiplerin igine ters
cevrili Durham tiipler yerlestirildi. Istya dayanabilen sekerler besiyerine eklenerek otoklavda
121°C de 15 dakika sterilize edildi. Istya duyarli sekerlerin sterilizasyonlar1 ise membran
filtrasyonu ile yapildi. Sekerler son konsantrasyonlar1 %l olacak sekilde besiyerlerine aseptik
sartlarda eklendi. Ekim yapilan besiyerleri 37°C’de %35 CO; igeren etiivde 24-48 saat inkube
edildi. Kiltir maksimum bulaniklik gosterdiginde ortam pH’mi gozlemek amaciyla brom

krezol purple ¢ozeltisinden birka¢ damla eklendi. Karbonhidratlarin fermente edilerek asit
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olusturmasi sonucu ortamda gozlenen sari renk pozitif sonug, mor renk olusumu ise negatif

sonug olarak degerlendirildi.

Arginin Hidrolizi:

Hazirlanan kiiltiirlerden %1 L-arginin igeren Moller’s Broth Base ortamina ekim
yapildi. inkiibasyondan sonra tiiplerdeki besiyerinin iizerine yaklagik 10 mm kadar steril
mineral yag eklendi. 4 giin sonra olusan viyole veya kirmizimsi viyole renk argininin

hidrolize edildigini gosterdi.

Eskiilin Hidrolizi:
Hazirlanan kiiltiirlerden % 0.01 eskiilin ve %0.05 ferrik sitrat igeren Todd-Hewitt sivi
besiyerine ekim yapildi. 37°C’de %5 CO» igeren etiivde 48 saatlik inkiibasyondan sonra

kahverengi-siyah renk olusumu eskiilinin hidrolize edildigini gésterdi.

Voges-Proskauer Testi (Glikozdan Aseton Uretimi):

Kiiltiir 6rneklerinden, igerisinde Voges-Proskauer Broth bulunan tiiplere ekim yapild.
Bir tiip kontrol igin ekim yapmadan ayrildi. %5 CO, igeren etiivde 37°C’de 48 saat
inkiibasyondan sonra her kiiltiirden steril bir tiipe 1 ml aktarild, iizerine a-naftol ¢ozeltisinden
0.6 ml eklendi ve karistirildi. Daha sonra %40’lik potasyum hidroksit ¢ozeltisinden 0.2 ml
eklenip karistirilarak egik pozisyonda inkiibe edildi. Yiizeyde baglayan koyu kirmiziya yakin

renk olusumu pozitif sonug olarak degerlendirildi.
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Katalaz Testi :

Hazirlanan kiiltiiflerin  iizerine hidrojen peroksit damlatildi ve gozle goriliir
kopiirmenin meydana gelmesi pozitif olarak degerlendirildi. Katalaz enzimi igeren
mikroorganizmalarin asagidaki reaksiyonu gergeklestirdigi gozlendi.

2H202 _—r 2H20 +02

Basitrasin Direngliligi:

Bu test i¢in 2 U/ml basitrasin igeren Todd-Hewitt ortami hazirland1 ve petri kaplarina
dagitildi. 6 farkli kiiltiirden 6ze ile toplanan izolatlar basitrasin iceren besiyerine ¢izgi ekimi
yapildi. 37°C’de %5 CO; igeren etiivde inkiibe edildi. Uremenin varligi pozitif olarak
degerlendirildi.

Hemolizin Uretimi.

izolatlarin ekimleri kan agara yapildi ve iireme olan bolgelerin gevrelerinde yesilimsi
zon olusturanlar a- hemoliz, agik zon olusturanlar B- hemoliz, herhangi bir degisiklik

olmayanlar y- hemoliz pozitif olarak degerlendirildi.

2.8. Streptococcus mutans’m Genotipik Ayrimlarimnin Belirlenmesi

2.8.1. Streptococcus mutans izolatlarindan DNA ekstraksiyonu

Saglam dis yiizeylerinden ve derin dentin ¢iirtigii i¢inden alman dekalsifiye dentin
srneklerinden izole edilen Streptococcus mutans ve referans suslarinin DNA ekstraksiyonlari,

Bollet ve ark (93) kullandig1 yonteme gére gergeklestirildi.
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DNA ekstraksiyon yontemi :

1- S. mutans izolatlar1 5 ml Todd- Hewitt Broth iginde 37°C"de 2 giin sire ile inkiibe edildi.
2- Ortamdaki bakteri hiicrelerini toplamak igin karigim 4000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi.
3- Bakteri hiicreleri 100 pl TE tamponu ve 50 pl %I10°luk sodyum dodesil siilfat (SDS)
i¢inde stispanse edildi ve 65°C’de 30 dakika inkube edildi.

4- Siispansiyon tekrar santrifiijlendi ve mikrodalga firinda 2 dakika 30 saniye siire ile 1sitildi.
5- Peletler 250 pl TE igerisinde ¢ozildi.

6- Eppendorf tiipleri derin dondurucuda -20°C’de donduruldu.

7- AP-PCR isleminden Once siispansiyon eritildi ve stipernatan AP-PCR” da kullanildi.

2.8.2. AP-PCR Reaksiyonunun Optimizasyonu

MgCl; konsantrasyonunun standardizasyonu:

Referans sustan elde edilen DNA, PCR standardizasyonu igin 3.6 mM, 4 mM ve 4.4 mM
olmak tizere 3 farkli MgCl, konsantrasyonunda amplifikasyona tabi tutuldu.
PCR iiriinlerinin en iyi amplifikasyonu 4.4 mM’lik MgCl, konsantrasyonunda gozlendi.

OPA-13 primeri ile PCR standardizasyonunun denenmesinde farkli MgCl, konsantrasyonlari

ile elde edilen jel goriintiileri Resim 4°de verildi.

Resim 4 : Farkli MgCl, konsantrasyonlarinda

elde edilen jel goérintileri

3: 3.6 mM 4-6: 4 mM 7-9: 4.4 mM

DNA Marker (®dx174DNA/Haelll) (1353, 1078, 872, 603, 310, 281,271, 234, 194, 118, 72 bg)
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Referans sus DNA’sindan elde edilen PCR rtinleri %1.75 agaroz jelde 100 volt ve
130 voltta yiritildi. Elektroforezde 100 volt ile daha belirgin bant yapilari elde edildi

( Resim 3).

(a) 130 volt (b) 100 volt
M: : DNA Marker (Ox174DNA/Haelll)

Resim 5: Farkli voltajlarda yiiritillen AP-PCR uriinlerinin elektroforez goruntiiler
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2.9. DNA Amplifikasyon Asamasi:

Dental plak ve ¢iiriik dentin drneklerinden elde edilen 28 adet Streptococcus mutans

izolatinin DNA’st ile Streptococcus mutans (NCTC 10449) referans susundan elde edilen

DNA kullanildi.

Amplifikasyon Karigimmn Hazirlanmasi:

Amplifikasyon karigimi her bir drnek igin toplam 25 pl olacak sekilde hazirlandi.

HZO .

Buffer :

MgCl, :

dNTP :

Primer

Taq DNA polimeraz:
DNA:

7.5 ul
2.5l
5.5ul
2ul
2ul
0.5l
S5ul

PCR amplifikasyonu toplam 25 pl’de gergeklestirildi. Kontaminasyon olup olmadigint

belirlemek icin DNA eklenmemis aym karigimdan igeren bir tiip negatif kontrol olarak

kullaildi. Karigimin buharlagsmasini engellemek i¢in 30 pl mineral yag ilavesinden sonra

ependorf tiipleri PCR aletine yerlestirildi. PCR program baslatildi.

Kullanilan AP-PCR Kosullari:

Denatiirasyon 94 °C
Baglanma 36 °C
Uzama R

Denatiirasyon 94 °C

Baglanma 36 °C
Uzama o
Denatiirasyon 94 °C
Baglanma 36 °C
Uzama 72

5 dakika
2 dakika 1 dongii
2 dakika

1 dakika
2 dakika 30 dongii
2 dakika

1 dakika
2 dakika 1 dongii
10 dakika

PCR programi tamamlandiktan sonra eppendorf tiipleri +4°C” ye alind1
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Resim 6: Polimeraz zincir reaksiyonunun gergeklestirildigi thermal cycler

Agaroz Jel Elektroforezi

Reaksiyon sonrasinda amplifiye DNA’lant yiiritmek i¢in % 1.75°lik agaroz jel
hazirlandi. Bunun igin énce yatay elektroforez tabaginin etrafi otoklav bandi ile bantlanip
tabagina uygun tarak yerlestirildi. 100 ml’lik erlen igerisine 2.1 g agaroz ve 110 ml 1XTAE
konulup erlenin agzi aliminyum folyo ile kapatildi. Folyo tizerinde birkag kiigiik delik agilip
karisim berraklasincaya kadar mikrodalga firinda eritildi. Berraklastiktan sonra 10 pl etidyum
bromiir eklenip karigtirildi ve hazirlanan tabaga dokiildii. Jel donduktan sonra tizerine 1XTAE
tampon eklenip tarak ¢ikarildi ve etrafindaki bantlar agilip igerisinde 1XTAE tamponu
bulunan elektroforez tankina yerlestirildi. Bir par¢a parafilm tizerinde 7l yiikkleme tamponu

ve 8 ul amplifikasyon iiriinii kangtirthp jeldeki kuyucuklara yitklendi (Resim7).
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Resim 7: Amplifiye DNA’larin %1.75°lik agaroz jel elektroforezinde yuriitilmesi

PCR iiriinleri, 120 voltta 6 cm yiiriitillditkten sonra ultraviyole lamba altinda incelendi

ve 667 Polaroid film ile goruntilendi.




3. BULGULAR

3.1. Streptococcus mutans’n identifikasyonu

Dental plak ornekleri “A4”, ¢iiriik dentin 6rnekleri “B” olarak kodlandi. Kirk sekiz
saatlik inkiibasyon sonrasinda, sinirlari diizensiz, buzlu cam goriintiisiine sahip sert yapili
kolonilerin morfolojileri referans suslarin morfolojisi ile karsilastinlarak olasi S. mutans
kolonileri belirlendi. Bu kolonilere biyokimyasal testler uygulandi. Segici TYC agar tizerinde

tipik Streptococcus mutans kolonileri Resim 8 * de goriilmektedir.

Resim 8: Secici TYCSB agardaki Streptococcus mutans kolonileri
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Biyokimyasal Test Sonuglart:
1) Karbonhidratlarin Fermentasyonu:
Karbonhidratlarin fermente edilerek asit olusturmasi sonucu ortamda gozlenen sari renk

pozitif sonug, mavi-mor renk olusumu ise negatif sonug¢ olarak degerlendirildi ( Resim 9).

i

Resim 9: Streptococcus mutans’in karbonhidrat fermentasyonu sonucu olugan goriinti

2) Arginin Hidrolizi:
Kiiltiirlerin inkiibasyonundan 4 giin sonra tiiplerde olusan viyole veya Kirmizimsi

viyole renk argininin hidrolize edildigini gosterdi ( Resim 10).

Resim 10:
S. mutans’m arginin hidrolizi

sonucu olusan goriinti
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3) Eskiilin Hidrolizi:
Kiltirlerin inkiibasyonundan sonra tiiplerde olusan kahverengi-siyah renk olusumu

eskiilinin hidrolize edildigini gosterdi ( Resim 11).

Resim 11: Streptococeus mutans’n eskilini hidrolizi sonucu olugan gorinti

4) Voges-Proskauer Testi (Glikozdan Aseton Uretimi):
Kiltirlerin inkibasyonundan sonra yizeyde baslayan koyu kirmiziya yakin renk

olusumu pozitif sonug olarak degerlendirildi (Resim 12).

Resim 12: Voges-Proskauer testi

sonucu olugan gorianti
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Dental plak ve dekalsifiye dentin drneklerinden izole edilen Streptococcus mutans
bakterilerine ve referans suslara uygulanan biyokimyasal test sonuglari Tablo 5°de
gosterilmistir.

izolatlaimizdan IB’nin sorbitolii, 44’mmn iniilini fermente etmedigi, diger tim
izolatlarin sekerleri fermente ettigi gozlendi.

Tiim izolatlarn arginin ve eskiilini hidrolize ettigi, Voges-Proskauer testinde aseton
{irettigi, nisastay1 parcaladiklar ve basitrasine direng gosterdikleri belirlendi.

Melibiyoz fermentasyonu, eskiilin hidrolizi ve basitrasin direngliligi Streptococcus
mutans i¢in belirleyici biyokimyasal 6zellikler oldugundan elde edilen tiim izolatlarin

Streptococcus mutans oldugu fenotipik olarak kamtlandi.
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3.2. DNA izolasyonunun Kontrolii

Biyokimyasal testlerle fenotipik ozelliklerinin S. mutans oldugu belirlenen izolatlardan
DNA ekstraksiyonu yapildi. Elde edilen genomik DNA’larin  bitinlikleri, kirilip
kirilmadiklar1 agaroz jel elektroforezinde kontrol edildi. Elektroforez sonucunda 28 izolattan
ve Streptococcus mutans NCTC 10449 referans susundan yiiksek molekiil agirlikli tek bant

elde edildi (Resim 13).

Ml — DNA Marker (®x174DNA/Haelll) (1353, 1078, 872, 603, 310, 281,271, 234, 194, 118, 72 bg)

Resim 13: Streptococcus mutans (NCTC 10449) referans susundan izole edilen DNA orneklerinin

elektroforez goruntileri

Calismamizda kullandigimiz referans suslardan biri olan, Istanbul Universitesi Tip
Fakiiltesi Mikroorganizma Kiltir Koleksiyonlart Arastirma ve Uygulama Merkezi
(KUKENS)' nden temin edilen Streptococcus mutans CNCTC 8/77°den DNA izolasyonu

yapilamadig: i¢in galigma dig1 birakildi.
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3.3. AP-PCR Sonuclan

3.3.1. S. mutans DNA’larinin karsilastiriimasi

Referans sug ile ¢iiriik dentin drneklerinin karsilastirilmasi

Karsilastirma referans sus DNA’s1 ile “B” olarak kodlanan ciiriik dentin érneklerinden
izole edilen Streptococcus mutans DNA’lar1 arasinda yapildi.

OPA-05 primeri ile 603 baz giftinde, referans sus ile ciiriik dentinden elde edilen 3B,
8B ve 11B izolatlan disindaki tiim izolatlarda ortak bant yapisi gozlendi. 194 baz ciftinde, 13B
izolat1 disinda tiim izolatlar referans sus ile ortak bant yapist gosterdi.

OPA-13 primeri ile 603 baz ¢iftinde 3B, 5B, 6B, 7B, 8B, 9B ve 12B izolatlan referans
susta gozlenen belirgin bant yapisim gosterdi. 2B, 5B, 6B, 9B, 108, 11B, 12B ve 14B
izolatlarin 872 baz ciftinde; 1B, 3B, 5B, 6B, 7B ve 13B izolatlarinin ise 1353 baz ¢iftinde

referans sustaki belirgin banta sahip oldugu gozlendi.

Referans sus ile dental plak érneklerinin karsilastirilmasi

Karsilastirma referans sug ile “A” olarak kodlanan dental plak 6rnekleri arasinda
yapildi.

OPA-05 primeri ile 603 baz ciftinde 34, 84, 114 ve 13 A disindaki izolatlarda
referans sus ile ortak bant yapist gozlendi. 194 baz ciftinde 114 disindaki tiim izolatlar referans
sus ile ortak bant yapis: gosterdi.

OPA-13 primeri kullamlarak 603 baz ciftinde 34, 54, 64 ve 84 izolatlari; 872 baz
ciftinde 34, 54, 94, 104, 114, 12A, 13A ve 14A izolatlari; 1353 baz ¢iftinde ise 14, 34, 44,

54 ve 6A izolatlan referans sustaki kuvvetli bant patternini gosterdi.
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Dental plak ile giiriik dentin Grneklerinin kargilastiriimast

Karsilagtirma “A” olarak kodlanan dental plak drnekleri ile “B” olarak kodlanan ¢iiriik
dentin 6rnekleri arasinda yapildi.

OPA-05 primeri kullanilarak elde edilen AP-PCR bantlarinin uzunlugu yaklagik
olarak 50 ile 1800 niikleotit baz ¢ifti arasinda degisti. 14-1B, 2A- 2B, 3A- 3B, 11A- 11B, 14A-
14 B no’lu izolatlar kendi aralarinda karsilastirildiklarinda aym bant patternine sahip olduklar1
goriildii. 44- 4B, 5A-5B, 6A-6B, 7A-7B, 84-8B, 9A-9B, 104-10B, 124-12B, 134-13B no’lu

izolatlarin ise birbirlerinden farkli bant patternlerine sahip oldugu belirlendi. (Resim 14)

OPA-13 primeri kullanilarak elde edilen AP-PCR bantlarinin uzunlugu yaklagik 40 ile
2000 niikleotit arasinda degisti. Referans sus ile tamamiyle aymi bant patternine sahip izolat
belitlenmedi. 14-1B, 24-2B, 3A-3B, 114-11B no’lu izolatlarin aym bant patternine sahip
oldugu gorilldii. 44-4B, 54-5B, 6A4-6B, 7A-7B, 84-8B, 94-9B, 10A-10B, 124-12B, 13A-

13B, 14A-14B no’lu izolatlarda ise birbirlerinden farkli bant patternleri gdzlendi (Resim 15).
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3.3.2. Benzerlik indekslerinin Hesaplanmasi

Polaroid film ile goriintilenen bantlarin okunmasinda sadece belirgin bantlar
degerlendirilmeye alindi. Degerlendirmede aym hastaya ait saglam dis yiizeylerinden alinan
dental plaktan ve ciiriik kavitesi iginden alinan dekalsifiye dentin drneklerinden elde edilen
Streptococcus mutans izolatlar1 kargilagtirnldi. Bantlar var (1) ya da yok (0) durumuna gore
degerlendirildi ve benzerlik indeksleri olugturuldu.

Benzerlik indeksinin hesaplanmasinda Sokal ve Sneath (93) tarafindan gelistirilen
benzerlik indeksi formiilii kullanilarak dental plaktan ve ¢iirik kavitesinden izole edilen
Streptococcus mutans bakterilerinin AP-PCR analizleri sonucunda elde edilen bantlar

arasindaki benzerlik kargilagtinlmalar yapild: (36).

Benzerlik Indeksi =a/a+b

a= Dental plaktan izole edilen S. mutans DNA lariarasindaki homolog bant sayis

b= Dekalsifiye dentin irneginden izole edilen S. mutans DNA lart arasindaki homolog olmayan bant sayist
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OPA-05 Primeri kullanilarak elde edilen benzerlik indekslerinin 0.357 ile 0.750

arasinda oldugu belirlendi (Tablo 6).

14,1B 1
24,2B 1 1
34,3B 1 1
44,48 8/8+6 0.571
54,58 9/ 9+5 0.642
64,68 6/6+5 0.545
74,7B 5/5+5 0.500
84,88 9/9+4 0.750
94,98 6/6+5 0.545
104,108 8/8+3 0.72%
114,118 1 1
124,12B 9/9+3 0.750
134,13B 51549 0.357
144,14B 1 1

Tablo 6: OPA-05 primeri ile belirlenen benzerlik indeksleri
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OPA-13 primeri i¢in AP-PCR sonuglarina ait benzerlik indekslerinin 0.083 ile 0.666 arasinda
oldugu belirlendi ( Tablo 7).

14,1B
24,2B 1 1
34,3B 1 1
4A4,4B 4/ 4+4 0.500
54,58 37543 0.625
64,6B 3/36 0.333
74,7B 3135 0.500
84,8B 4/4+4 0.500
9A,9B 4/4+6 0.400
104,10B 6/4+6 0.600
114,11B 1 1
12A4,12B 7 L% 0.583
134,13B 11 it 0.083
144,148 6/6+3 0.666

Tablo 7: OPA-13 primeri ile belirlenen benzerlik indeksleri

Benzerlik indeksi ortalamasi her hastaya ait benzerlik indeksi degerlerinin toplanip

ornek sayisina boliinmesi ile belirlendi.

Benzerlik Indeksleri Ortalamasi= Benzerlik Indeksleri Toplami / ornek sayist
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OPA-05 primeri ile elde edilen AP-PCR sonuglarina gore ayni bant patternini gosteren
orneklerde (14, 1B, 24, 2B, 3A, 3B, 114, 11B, 144, 14 B) benzerlik indeksi 1 olarak kabul
edildi ve digerleri ile karstlagtinld1.

OPA-05 primeri ile benzerlik indeksi ortalamasi 0.741 olarak saptandi.

OPA-13 primeri ile elde edilen AP-PCR sonuglarina gore ayni bant patternini gosteren
orneklerde (14, 1B, 24, 2B, 34, 3B, 11A4, 11B) benzerlik indeksi 1 olarak kabul edildi ve
digerleri ile karsilagtirildi.

OPA-13 primeri ile benzerlik indeksi ortalamasi 0.628 olarak belirlendi.

OPA-05 ve OPA-13 primerleri igin belirlenen benzerlik indeksleri Tablo 8’de

gosterilmektedir.

Kullamilan | Benzerlik indeksleri | Standart Sapma | Standart Hata
Primerler | Ortalamasi ( n=14)

OPA-05 0.742 0:225 0.060
OPA-13 0.628 0.283 0.076

Tablo 8: OPA-5 ve OPA-13 primerleri i¢in hesaplanan benzerlik indeksleri

istatistiksel Degerlendirme
OPA-05 ve OPA-13 primerleri kullanilarak elde edilen AP-PCR sonuglarina gore

hesaplanan benzerlik indeksleri arasindaki fark tek yonlii varyans analizi ile (ANOVA) ile

degerlendirildi.

Kareler Toplami F Degeri P Degeri
0.091 1.393 0.2485

* Primerler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmad ( p<0.05).




4. TARTISMA

Mutans streptokoklar, dental plak ve dis ¢iiriigii etiyolojisinde onemli bir
mikroorganizma grubudur. Biyokimyasal, immiinolojik ve genetik yontemlerle identifiye
edilerek karyojenite ile ilgili aligmalar yapilabilir(7,19,43,61,93).

Konvansiyonel fenotipik identifikasyon yontemlerinden olan biyokimyasal testler
yaygin olarak kullamlmakla beraber serotipik ve genotipik ayrimlari hakkinda bilgi
verememektedir. Serolojik testlerde kullamlan antikorlarla ilgili baz1 uygulama zorluklan
genotipleme yontemleri ile ilgili caligmalarin yogunlasmasina neden olmustur.

Calismamizin ilk boliimiinde dental plaktan ve dentin giiriflinden Strepfococcus
mutans izolatlan elde edildi ve gesitli biyokimyasal testler uygulanarak fenotipik
identifikasyonlar1 yapildi.

Agizdan Streptococcus mutans kiiltiirii elde edilmesinde ornek alma y®ntemi,
kullanilan kiiltiir ortami, laboratuvar kosullari ve manipiilasyon gibi faktorler onemlidir.
Streptococccus  mutans  dis yiizeylerinde tutunarak ¢ogalabildiginden epidemiyolojik
calismalarda dental plak 5rmeklerinin kullamlmasinin daha uygun oldugu bildirilmistir.

Plak ve uyarnlmamus tikiirik 6rneklerinde Streptococcus mutans’1n belirlenmesi igin
yapilan bir galigmada, drnek alinan bireylerde klinik olarak ¢iiriik gozlendigi halde tiikiiriik

srmeklerinin %20’sinde Streptococcus mutans saptanamamigur. Streptococcus mutans ile
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ilgili epidemiyolojik ¢aligmalarda, plak orneklerinden uyarilmig ve uyarnlmamus tiikiriik
orneklerine gore daha basarili sonuglar elde edildigi bildirilmistir (33).

Wennerholm ve ark (105), degisik dis yiizeylerinden tahta kiirdan, igne, sond ve dig
ipiyle topladiklar plak 6rneklerinde Streptococcus mutans prevalansini incelemislerdir. Tahta
kiirdanla alinan érneklerde, dis ipi ve sondla alinan drneklere oranla daha fazla Streptococcus
mutans bulunmustur. Ornek alma sirasinda bireylerin agzinda bulunan Streptococcus mulans
diizeyi ¢ok diisiik ise, baz1 tekniklerle saptanmasi miimkiin olmamaktadir.

Caligmamizda 20 vakadan 14’tinde hem dental plaktan hem de giiriik dentinden
Streptococcus mutans izolasyonu yapilabildi. 4 vakada sadece dentinden, 2 vakada ise sadece
plaktan izole edildi. Hem plak hem ¢iiriik dentinden bakteri izolasyonu yapilamayan orekler
¢aligma dig1 birakildi. 40 adet plak ve ¢iiriik dentin drneginden yapilan ekimler sonucu her
ikisinde de tireme gdsteren 28 Streptococcus mutans izolati calismaya dahil edildi.

Streptococcus mutans referans suslarindan kiiltlir hazirlanmasinda ve izolasyonunda-
tryipticase-yeast extract-cystine-sucrose-bacitracin (TYCSB) agar, Brucella agar, brain-heart
infusion.(BHI) agar, mitis-salivarius-bacitracin (MSB) agar, TSY20B agar gibi segici
besiyerleri kullaniimaktadir (40,65,83.,89,96,101,103) Calismamizda besiyeri olarak TYCSB
agar kullanildi.

Fenotipik identifikasyon yontemlerinden seker fermentasyon testleri Streptococcus
mutans’m sekerlerden asit {iretmesi esasina dayanmaktadir. Calismamizda Streptococcus
mutans koloni morfolojilerine ve biyokimyasal test sonuglarina gore identifiye edildi.

Mannitol, iniilin, melibiyoz fermentasyonu gibi testler Streptococcus mutans’
diger oral streptokoklardan ayurt edilmesi i¢in uygulanan identifikasyon yontemlerindendir

(7,9,40). Melibiyoz fermentasyonu, Strepfococcus mutans kolonileri i¢in ayirt edici
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dzelliktedir. Streptococcus sobrinus’a benzeyen izolatlar melibiyozu fermente edemezler.
Streptococcus mutans izolatlarinin ise %88’ melibiyozu fermente edebilmektedir.

Gronroos ve ark (42), aktif ciiriiklii bireylerden elde edilen Strepfococcus mutans
izolatlarindan %39’unun melibiyozu fermente etmedigini bildirmislerdir. Karyojenik
Streptococcus mutans tiirlerinin kromozomlarinda ¢oklu seker metabolizmasi operonunu
(multiple sugar metabolism= msm) ilgilendiren bir delesyon oldugu bildirilmigtir (28).
Calismamizda dental plak ve dentin Orneklerinden elde ettigimiz Strepfoccoccus mutans
izolatlarinin tamaminin melibiyozu fermente ettigi gozlendi.

Eskiilin hidrolizinin identifikasyonda daha belirleyici oldugu bildirilmigtir (67).
Calismamizdaki izolatlarin tiimiiniin melibiyoz fermentasyonunun yaninda eskiilini de
hidrolize ettigi belirlendi. Bu izolatlarin tiimii basitrasine diren¢ gostererek basitrasin i¢eren
secici besiyerinde ¢ogalabildi.

Melibiyoz fermentasyonu, eskiilin hidrolizi ve basitrasin direngliligi gibi belirli
biyokimyasal ozellikleri gosteren 28 izolat, Streptococcus mutans olarak tammlandi ve
AP-PCR yontemiyle genotipik incelemeleri yapildi.

Streptococcus mutans izolatlari arasindaki genetik farklibklarin belirlenmesinde
restriksiyon endoniikleaz analizi ve restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizm (RFLP) y6ntemi
kullamilmistir (62,63,87). Bu yontemler uygulamadaki zorluklar, uzun zaman almasi ve
sonuglarin yorumlanmasindaki gii¢liiklerden dolay: sikilikla tercih edilmemektedir.

Molekiiler biyolojik bir yontemin epidemiyolojik ¢aligmalarda kullamlabilmesi igin,
birbirine yakin olan suslar1 ayirt edebilmesi, izl ve kolay bir sekilde uygulanabilmesi ve elde
edilen sonuglarin tekrarlanabilir olmasi gereklidir (95). AP-PCR tekniginin bu o6zellikleri

karsiladig ileri siiriilmektedir (48).
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AP-PCR  bakterilerin epidemiyolojik ve taksonomik incelemeler icin genetik
yapilarinin belirlenmesinde kullanilan giivenilir, tekrarlanabilir ve ayirt edici bir yontemdir.
Virulansa sahip olan ve olmayan tiplerin incelenmesinde, klonal tiplemenin ortaya
konmasinda yararli sonuglar saglamaktadur.

Bakterilerin DNA parmak izlerinin polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile
belirlenmesi basit ve hizli sonug veren bir yontem olmasinin yam sira izolatlar arasindaki
DNA sekans farklihklarmin ortaya ¢ikarilmasma yonelik hassas bir yontem oldugu
belirtilmistir. (5,12.47,48,53,64). Calismamizda genotipleme yontemi olarak AP-PCR’1 tercih
ettik.

AP-PCR caligmalarinda bakterilerden DNA ekstraksiyonu i¢in birgok farkli yontem
kullamlmstir (42,64,65.47,48). Genomik DNA’nm ckstraksiyonu zaman gerektiren bir
islemdir. Kahp DNA, tek bir koloniden ya da dogrudan dogruya oral plak 6rneklerinden
saflagtirilabilirse islemin basitlesmesi saglanabilir.

Caligmamizdaki Streptococcus mutans DNA’lar, fenol ve kloroform ekstraksiyonu
yapilmadan saflastinldi. Bu yontem kolay ve hizli olmasimn yanisira fenol ekstraksiyonu ile
elde edilen DNA ile aym sonucu vermesi nedeniyle tercih edildi (14,88).

AP-PCR yénteminin dogru sonug vermesinde optimizasyonun dnemi biiyiiktiir. I\/ngr2 :
primer, DNA ve Taq polimeraz konsantrasyonlari, termal dongli kosullari, primer
hibridizasyon sicaklig gibi faktérler PCR sonuglarint ctkileyebilmektedir.

Mg™? konsantrasyonu primer eslesmesini, {iriin  spesifitesini, ~primer-dimer
artefaktlarim, enzim aktivitesini etkileyebilen &nemli bir faktordiir. Primer-kalip DNA
kompleksinin stabilitesini  saglar (10,64,97). Mg'? konsantrasyonu, deoksiniikleotid
trifosfatlardan 0.5-2.5 mM daha fazla olmalidir. Farkli bakterilerden hazirlanan kalip

DNA’larin Mg iyonlart iin farkl: afinite gosterdiginden farkli konsantrasyonlarda MgCly
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kullanilmaktadir. Her DNA sentezi i¢in uygun MgCl, konsantrasyonu her calismada deneysel
olarak belirlenmelidir.

Calismamizda en uygun orani belirleyebilmek i¢in sirasiyla 3.6 mM, 4 mM ve 4.4 mM
Mg'? konsantrasyonlari denendi.Optimum amplifikasyonun 4.4 mM Mg'? konsantrasyonunda
gerceklestigi belirlendi.

PCR sonuglarnda elektroforezin voltaji onemli oldugundan g¢alismamzda elde
ettigimiz PCR iiriinleri, 100 volt ve 130 voltta %1°lik agaroz jellerde yiiriitiilerek
kargilastirildi. En belirgin bantlar 100 voltta gozlendi.

AP-PCR’ da kisa primerler kullanildig1 i¢in baglanma 1s1s1 tekrarlanabilirlik a¢isindan
snemli bir kriterdir. 10 merlik bir primer, S. mutans genomu icinde farkli bolgeleri
cogaltabildigi i¢in diigiik sicakliktaki baglanma yanlis eglesmelere neden olabilir. Bu durum,
caligmalarda farkli sonuglarin alinmasina yol agabilmektedir.

Calismamizda 36°C baglanma 1s1s1 uygulandi. Farkli bolgeler gogaltilarak farkli
amplikonlar elde edildi ve bu kosullar ile tekrarlanabilir sonuglar alinmasi saglandi.

Yiiksek primer konsantrasyonlari yanlis eslesme ve oOzgiin olmayan iiriinlerin
olusumuna neden olabildiginden 0.1-0.5 pM’lik primer konsantrasyonlan ile optimal sonug
clde edilebilmektedir. Calismamizda 110 ng /ul’lik primer konsantrasyonu kullamldi.

Primer spesifisitesi ve primerlerin uzunlugu, polimeraz zincir reaksiyonunu etkileyen
snemli faktorlerdendir (64,88). Primerlerdeki baz siralari, capraz amplifikasyonlar
olusmamas! igin sadece hedef DNA iizerindeki bir bélgede bulundurulmali, bagka hedef DNA
sekanslarinda bulunmamasina dikkat edilmelidir. Spesifik primer tasarumi yapilirken
cogaltilmasi istenen DNA dizisinin iki ucundaki, dizisi bilinen boélimler dikkate alinarak
tamamlayic1 kisimlar tasarlanir. Primerler amplikonlarin kalitesini ve sayisim temel alarak

secildiginden amplikon patternlerindeki farkliliklar sekans farkliliklarmin gdstergesi olabilir.
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Amplikon parmak izlerinin kullamlan primere bagh olarak defismesi bu gorisi
desteklemektedir( 64).

Saarela ve ark (88), OPA-01, OPA-02, OPA-03, OPA-04, OPA-05, OPA-06, OPA-07,
OPA-08, OPA-13, OPA-17 primerlerini S mutans ve S. sobrinus izolatlarl iizerinde
denemisler; OPA-05 (5° AGGGGTCTTG-3") ve OPA-13 (5> CAGCACCCAC-3’)
primerlerinin S. mutans i¢in spesifik oldugunu belirtmislerdir Zhan ve ark (109), yiiksek
ciiriik  aktivitesi gdsteren hastalardan elde ettikleri S. mutans izolatlarimin genetik
farkliliklarini bizim de cahgmamuzda kullandigimiz OPA-05 ve OPA-13 primerleri ve
AP-PCR yontemi ile inceleyerek dnemli genetik farkliliklar saptamiglardur.

Li ve ark (64) ise insanlardan elde edilen Streptococcus mutans’in genotipik ayrimi
icin AP-PCR yontemi ve kromozomal DNA parmakizi yontemini kargilagtirmuslar; OPA-02
primerinin Streplococcus mulans tiirleri arasinda ayirt edici ve tekrarlanabilir amplikonlar
olusturdugunu bildirmislerdir.

Saarela ve ark (88), Streptococcus mutans ve Sireptococcus sobrinus izolatlar
arasindaki farkliliklart AP-PCR yontemi ile incelemistir. 19 bireyden elde edilen 81 izolatta,
33 AP-PCR tipi belirlenmistir. OPA-05 ve OPA-13 primerleri ile gergeklestirilen AP-PCR,
Streptococcus mutans ve Streplococcus sobrinus kolonileri arasindaki farkliliklari belirlemede
bagartli olmus, ancak serotipe 0zgl amplifikasyon iiriinlerine rastlanmamigtir. Ayni ¢alismada
19 bireyden 16’sinda heterojenite saptanmigtir.

Calismamizda kullandigimz OPA-05 primeri ile 14 bireyden 9 tanesinde, OPA-13
primeri ile 14 bireyden 10 tanesinde heterojenite saptandi.

Gronroos ve ark (42), 7 bireyden elde edilen tilkriik ve dental plak 6rneklerinde
Streptococcus mutans’m Klonal farkliliklar1 arastirmuslardir. Dis ylizeylerinde ve gliriik

lezyonlarinda gézlenen Streptococcus mutans kolonilerindeki farkliliklar, fenotipik tipleme
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yontemi olan bacteriocin tiplenmesi ve AP-PCR yontemi ile incelenmis ve paralel sonuglar
alinmistir. Ayrica sayica yliksek diizeyde Streptococcus mutans bulunduran bélgelerdeki
klonal tipler ile diisik diizeyde Streptococcus mutans bulunan bélgelerdeki klonal tipler
arasinda anlamli bir fark bulunamamustir.

OPA-05 ve OPA-13 primerleri ile yapilan AP-PCR calismalarinda farkli bant
uzunluklan elde edilmistir. OPA-05 primerinin kullanildig bir caligmada en belirgin AP-PCR
tirtinlerinin 900 baz cifti ile 1800 baz ¢ifti arasinda yer aldip) ifade edilmistir (88). Zhan ve
ark (109), 83 izolat inceledikleri ¢alismalarinda 300 ve 650 baz ¢ifti arasinda iki belirgin
DNA bant1 tespit etmiglerdir. Li ve ark (64) ise farkli primerler kullanarak 6-12 amplikon elde
etmiglerdir.

Bant patternleri, genig-6lcekli prosediirlerden elde edilen DNA bantlan ile
kargilastirilmig ancak 1.8 kilobaz ¢iftinden daha genig amplikonlar gbozlenmemistir. Bu
bantlarn bulunmama nedeni, ekstraksiyon sirasinda genig DNA segmentlerinin kirilmasina
bagl olabilir.

Bizim ¢alismamizda OPA-05 primeri ile Streptococcus mutans NCTC 10449 referans
susundan ve tiim izolatlardan clde edilen AP-PCR bantlarinin uzunlugu 50 ile 1800 baz cifti
arasinda degisti. OPA-13 primeri ile clde edilen bantlar ise 40 ile 2000 baz ¢ifti arasinda
degisen uzunluklara sahipti.

Loos ve ark (73), az sayidaki izolatla yapilan orneklemelerin gozlenen klonal tiplerin
gergek oranimu belirlemek i¢in yeterli olmadigim ifade etmigtir. Daha fazla érnekle daha g¢ok
klonal tip bulunabilir.

Calismamizda kullamilan izolat sayisi diger aragtiricilarin kullandii sayiya yakin

olmakla birlikte sayinm artirilmast ile daha farkh klonal tip belirlenebilecegi diisiincesindeyiz.
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PCR parmak izlerinin degerlendirilmesi izolatlara aym termal cycler ve amplifikasyon
karisimint kullanarak PCR islemi uygulandiktan ve tirtinler aym jelde yan yana yiiklendikten
sonra elde edilen bantlari gorsel olarak karsilagtirilarak yapilabilir (1 8.42).

Li ve ark (64), PCR parmak izlerini bilgisayar destekli DNA PRO-RFLP yazilimi ile
her DNA bant1 i¢in bilgisayar tarafindan olusturulan ti¢ boyutlu goriintiileri karsilagtirarak
degerlendirmislerdir.

Etidyum bromiir ile boyanan jellerde AP-PCR bantlarinin bilgisayar tarafindan yapilan
degerlendirilmelerinin her zaman dogru sonug vermeyebilecegi, silik bantlarn yanli
sonuclara neden olabilecegi , bu nedenle bu jellerde gorsel degerlendirmenin uygun oldugu
bildirilmistir (42).

Calismamizda DNA amplifikasyonu i¢in aym amplifikasyon karigimi ve termal cycler
kullamlarak elde edilen PCR iiriinleri etidyum bromiir ile boyanan jelde yan yana yiiklenip
agaroz jel elektroforezinde yiriitildii ve bantlar gorsel olarak degerlendirildi.

AP-PCR parmak izlerinin degerlendirilmesinde belirgin bantlarin varligma gore
hesaplanan benzerlik indekslerinden yararlanilir (36,93).

Li ve ark (64), AP-PCR ile kromozomal DNA parmak izi yontemlerinin benzerlik
indekslerini karsilastirmiglardir. 14 Sireptococcus mutans izolatinin kullamldigi galigmada,
AP-PCR ayirt edici sonuglar vermistir. AP-PCR ile belirgin bir homoloji saptanan
durumlarda, bu homolojinin ikinci bir primer kullamlarak ya da kromozomal DNA parmakizi
yontemi ile dogrulanmas: gerektigini bildirmislerdir.

Calismamizda iki farkli primer kullanarak farkli bant yapisi gosteren izolatlar i¢in elde
ettigimiz benzerlik indekslerinin OPA-05 icin 0.357 ile 0.750 arasinda , OPA-13 i¢in 0.083

ile 0.666 arasinda degistigi belirlendi (Tablo 6 ve 7).
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Benzerlik indekslerinin ortalamasi OPA-05 igin 0.74, OPA-13 icin 0.63 olarak
bulundu (Tablo 8). Ortalama benzerlik indeksi 1°den uzaklastik¢a belirleyicilik ozelligi artar.
OPA-13 primeri ile elde edilen 0.63 ortalama benzerlik indeksi degerini gdz Oniine
aldigimizda OPA-13 primerinin genotipik farkliliklan belirlemede OPA-05 primerinden daha
belirleyici oldugunu soyleyebiliriz.

AP-PCR sonucunda elde edilen bantlarin var olup olmama durumlan incelenerek
Streptococcus mutans’n karyojenitesi veya fenotipik ozellikleri ile ilgili yorum yapilabilir.

Saarela ve ark (88), 65 bireyden elde ettikleri 127 Streptococcus mutans izolatinda
OPA-13 primeri ile 1.5 kilobaz ¢iftinde belirgin bant yapisi gozlemislerdir. OPA-05 primeri
izolatlar arasinda 2 belirgin AP-PCR patterni saptamisgtir. Birinci patternde 1.8 ve 1.1 kilobaz
¢ifti arasinda, ikinci patternde ise 1.8 ve 0.9 kilobaz iftinde belirgin AP-PCR iiriinleri
mevcuttur.

Calismamizda referans sug ile 14 ciirik kavitesinden alinan orneklerdeki
Streptococcus mutans izolatlar kargilastirildiginda OPA-05 primeri ile 194 ve 603 baz
¢iftlerinde; OPA-13 primeri ile 603, 872 ve 1353 baz ¢iftlerinde belirgin bant yapilar
belirlenmistir.

Streptococcus mutans n farkli klonal tipleri arasinda genetik farkliliklar mevcuttur.
Bu farkliliklar fizyolojik ozelliklerini ve virulanslarim da etkileyebilmektedir. Karyojeniteye
ctkisi olan spesifik genetik ozelliklerin belirlenmesi ¢iiriik riskinin belirlenmesinde
onemlidir(37).

Polimeraz zincir reaksiyonunda Streptococcus mutans’in virulans: ile ilgili oldugu
diisiiniilen farkli genler igin tasarlanan spesifik primerler kullaniimaktadur.

Igarashi ve ark (47,48,49,50), dekstranaz enziminin tiretilmesinde gorevli olan dexA4

genine 6zgili primerleri kullanarak yaptiklari galigmalarda 530 baz ¢ifti ve 1200 baz cifti
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uzunlugundaki fragmanlarin dex genlerine ait oldugu belirlemislerdir. Dex genleri ile ilgili
calismalarda Streptococcus mutans’ i referans suglar1 kullanilmig, klinikten elde edilen
ornekler incelenmemistir.

Colby ve ark (28) ise melibiyoz fermente etmeyen Streptococcus mutans tiirlerindeki
wapA ve glikoziltransferaz enzimlerinin salgilanmasi ile iligkili olan g#f4 genlerine 6zgii
primerleri kullanmglardir.

Allaker ve ark (4), derin dentin iiriiiine sahip ¢ekilmis dislerden steril gelik rond frez
ile aldiklar1 dentin orneklerinin seyreltmelerinden TYCSB agar besiyerine ekim yapmuslar,
iireyen Streplococcus mutans kolonilerinin biyokimyasal testlerle identifikasyonunu
gergeklestirdikten sonra bu izolatlara ve Streptococcus mutans NCTC 10449 referans suguna
polimeraz zincir reaksiyonu uygulamuslardir. Cahigmalarinda Streptococcus mutans’in dis
yiizeyine adezyonunu saglayan ytizey proteini Antijen I/II'nin yapimu ile ilgili spaP genine
spesifik bir primer kullanarak 192 baz ciftinde spaP geninin bir sekansinin amplifiye
oldugunu gézlemislerdir.

Calismamizda OPA-05 primeri ile S. mutans NCTC 10449 referans susunda, dental
plak ve giiriik kavitelerine ait 28 izolattan 26 tanesinde 194 baz ciftinde ¢ok belirgin bir bant
elde edilmistir (Resim 14). Elde edilen bu belirgin bantin spaP genine ait olabilecegini, bu
gene ozgil bir primer kullanilarak yapilacak olan PCR incelemeleri sonucunda ¢alismamizda
kullandigimiz  izolatlarin  karyojenitesinin belirlenmesinde ilave veriler elde edilecedi
diisiincesindeyiz.

Calismamuzda Streptococcus mutans NCTC 10449 referans susunda polimeraz zincir
reaksiyonu sonucunda elde edilen AP-PCR iirtinleri incelendiginde karyojenik oldugu bilinen
referans sustaki belirgin bantlarn ¢liriik kavitesinden clde edilen izolatlarda da goriildigi

belirlendi. Streptococcus mutans izolatlarinda AP-PCR ile saptanan ve Karyojenite ile ilgili
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oldugu diistiniilen bantlarm hangi genlerle iligkili oldugunu DNA problart kullanarak
belirlemeye yonelik ileri ¢aligmalarin yapilmasi kanisindayiz.

DNA ve RNA problarmin yakin bir gelecekte, dishekimi kliniklerinde rutin olarak
kullanilarak agiz igindeki kantitatif bakteri diizeyinin saptanacagi ve giiriik riskinin
belirlenebilecegi diisiiniilmektedir. Boylelikle giirik riskinin azaltilmasina yonelik teshis ve
tedavi planlamasinda biiyiik kolayliklar saglanabilecektir (37).

Ayrica  Streptococcus mutans’in  dental plak olusumunda etkili olan yiizey
proteinlerinin, ekstraselliiler polisakkarit olusturan glukoziltransferaz enzimlerinin ve goklu
seker metabolizmasindaki spesifik genlerin gliriife etkisinin molekiiler genetik yontemlerle

incelenmesinin ciiriik caligmalarina 6nemli gelismeler saglayacagim digiiniiyoruz.
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SONUC
Calismamizda saglam dis yiizeylerinden ve iiriik kavitelerinden alinan Srneklerden

izole edilen Sireptococcus mutans bakterileri biyokimyasal yontemlerle identifiye edildikten
sonra polimeraz zincir reaksiyonu ile genotipik farkhliklari incelenmistir.

iki farkli primerin kullamlarak elde edilen AP-PCR sonuglarinin degerlendirilmesinde
benzerlik indekslerinden yararlamilmustir. Dental plak ve ¢liriik dentin orneklerinden izole
edilen Streptococcus mutans bakterileri arasinda OPA-05 primeri ile 14 hastadan 9’unda,
OPA-13 primeri ile 14 hastadan 10’unda farkli AP-PCR patternleri saptanmigtir.

Benzerlik indeksleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamgtir. Her iki
primerle de benzer sonuglar elde edilmesi primerlerin Streptococcus mutans’a spesifik oldugu
bulgusunu desteklemektedir.

Streptococcus mutans igin spesifik oldugu bildirilen OPA-05 ve OPA-13 primerleri
Streptococcus mutans NCTC 10449 referans susunda ve bizim klinik &rneklerimizdeki
izolatlarda ortak olan belirgin bant yapilan saptamigtir. OPA-05 primeri ile 194 ve 603 baz
¢iftlerinde, OPA-3 primeri ile 603, 872 ve 1333 baz ciftlerinde belirgin bant yapilar
gozlenmistir. Referans sustaki bant yapisina sahip izolatlarin DNA yapilarin daha detaylt
incelenmesi ile karyojenite hakkinda daha detayh veriler elde edilebilecegi diisiiniilmektedir.

DNA ve RNA problarmm yakin bir gelecekte kliniklerde de yaygin olarak
kullailacagi, dishekimi kliniklerinde rutin olarak bu problan kullanarak ag1z icindeki

bakterileri kalitatif olarak saptayarak ¢iirikk riskini belirleyebilecegi dustntilmektedir.
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Boylelikle giiriik riskinin azaltilmasina yonelik teshis ve tedavi planlamasinda biiytk
kolayliklar saglanabilecektir.

Caligmamz karyoloji alaninda Streptococcus mutans’in DNA bazinda incelendigi ilk
calismalardan biridir. Bu konuda yapilacak ileri ¢ahigmalarda farkli molekiiler biyolojik
yontemlerin kullamlmasi ile giiriik incelemelerinde ©nemli gelismelerin saglanacagim

diigiinmekteyiz.
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OZET

Calismamizda kétii agiz hijyenine sahip yaglari 13 ile 35 arasinda degisen 20 hastamin
saglam dis yiizeylerindeki dental plaktan steril tahta kiirdanlar ve ¢liriik kavitelerinden
ckskavatorler ile alinan dekalsifiye dentin rnekleri seyreltme iglemlerinden sonra TYCSB
agar besiyerine ekimleri yapildi. Referans olarak Streptococcus mutans NCTC 10449 ve
Streptococcus mutans CNCTC 8/77 suslan kullaruld.

37° C’de %5 CO, ile inkiibasyondan sonra her iki bélgeden de iireme gézlenen ve
koloni morfolojisi referans suslarla benzerlik gosteren 28 S. mutans izolatna karbonhidrat
fermentasyonu, arginin ve eskiilin hidrolizi, basitrasin direngliligi, katalaz, hemolizin iiretimi
ve Voges-Proskauer testleri uygulanarak fenotipik identifikasyonlar1 ger¢eklestirildi. Test
sonuglara gére Streptococcus mutans oldugu saptanan izolatlara genotipik ayrimlarini
belirlemek amaciyla polimeraz zincir reaksiyonu uyguland:.

Streptococcus mutans igin spesifik oldugu bildirilen OPA-05 ve OPA-13 primerleri
kullanilarak gerceklestirilen AP-PCR sonucunda elde edilen Strepfococcus mutans’ a ait DNA
bant yapilar Streptococcus mutans NCTC 10449 referans susunun DNA bant yapisi ile
kargilagtirildi. OPA-05 primeri ile 194 ve 603 baz giftlerinde; OPA-13 primeri ile 603, 872 ve
1353 baz ciftlerinde referans sus ile ortak bant yapilan belirlendi.

Saglam dis yiizeylerinden ve ¢iiriik kavitelerinden elde edilen Streptococcus mutans

izolatlarina ait DNA bantlarnin degerlendirilmesinde homolog olan bantlarm var olma ya da
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olmama durumlarina gore olusturulan benzerlik indekslerinden yararlanildi. OPA-05 ve OPA-
13 primerleri i¢in ortalama benzerlik indeksleri arasindaki fark anlamli bulunmadi.
Calismamizda Streptococcus mutans NCTC 10449 referans susunda polimeraz zincir
reaksiyonu sonucunda elde edilen AP-PCR firiinleri incelendiginde karyojenik oldugu bilinen
referans sustaki belirgin bantlarn ¢iiriik kavitesinden ve plak orneklerinden elde edilen
izolatlarda da goriildigti belirlendi. Karyojenik oldugu diistintilen izolatlardaki bu belirgin
DNA bantlarindaki spesifik genlere 6zgii DNA problart ile Streptococcus mutans’in
karyojenitesini belirlemeye yonelik daha ileri ¢alismalar planlanmasi konunun geligimine

katkida bulunacaktir.
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SUMMARY

In this study, a total of 40 tooth site samples were obtained from twenty 13 to 35 year-
old patients with poor oral hygiene. Plaque samples from sound tooth surfaces were gathered
using sterile wooden toothpicks and deep layers of carious dentin were removed by sterile
excavators. Serially-diluted samples were cultured on TYCSB agar. Streptococcus mutans
NCTC 10449 was used for reference strain. All plates were incubated at 37°C with 5%CO,
for 48 h. When samples exhibited growth, colonies resembling S. mutans were detected. 28
isolates that exhibited growth from both tooth sites were included in the study. For
identification these 28 isolates were tested for their ability to ferment sorbitol, mannitol,
melibiose; to cleavage arginine and esculin and to resist to bacitracine. After biochemical tests
were performed, isolates were AP-PCR typed. The AP-PCR patterns were compared to those
obtained with S. mutans NCTC 10449. PCR amplification was performed using OPA-05 and
OPA-13 primers. The AP-PCR fingerprints were analyzed by side-by-side visual comparison.
OPA-05 distinguished two main PCR patterns among isolates. The isolates shared a strong
AP-PCR product 194 bp and 603 bp. With OPA-13, three stong patterns 603, 872 and 1353
bp in size. The difference between the similarity indices for OPA-05 and OPA-13 was not
statistically significant.

For further studies, it is planned to investigate the cariogenicity of the isolates using

DNA probes specific to the genes related with the strong AP-PCR amplicons.
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