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Diinya ¢apinda en yaygin hastaliklardan biri olarak kabul edilen dis ¢liriikleri ayn1 zamanda 6nemli bir
halk sagligr sorunudur. Dis plagina (biyofilm) neden olan temel karyojenik bakteriler arasinda yer alan
Streptococcus mutans ise dis ¢iiriigiiniin temel etiyolojik patojeni olarak dikkat ¢ekmektedir. Bu
calismada, mikrobiyota kaynakli post-biyotik mediatérlerin (PM) dis ¢iiriigii patogenezindeki etkisinin
belirlenmesi amaglanmigtir. Bu amagla, yeni dogan bebek fekal mikrobiyotasi kaynakli Lactobacillus
plantarum EIR/IF-1, yunus bagirsak mikrobiyotas1 kaynakli Lactobacillus curvatus EIR/DG-1 ve bal
aris1 bagirsak mikrobiyotas1 kaynakli Lactobacillus curvatus EIR/BG-2 suslarindan elde edilen
PM’lerin Streptococcus mutans ATCC 25175 susuna karst antibakteriyel etkileri kuyu difiizyon
yontemi ile antibiyofilm etkinlikleri ise kristal viyole boyama esasina gore belirlenmistir. Yetersay1
algilama iligkili gen ifadelerinin seviyeleri ise molekiiler teknikler kullanilarak degerlendirilmistir. En
yiiksek antibakteriyel etki (pH’ya bagli), EIR/IF-1’den elde edilen PM kullanimi neticesinde
gdzlemlenmistir. PM’lerin sub-MIK dozlar1, birlikte inkiibasyon ve én-muamele neticesinde karyojenik
biyofilm olusumunu ortadan kaldirmistir. Hiicre canliliginin azalmasi ve biyofilm olusumundaki kayda
deger degisiklikler, hem cam yiizeyler hem de ex vivo insan dis yiizeyleri iizerinde mikroskobik olarak
da dogrulanmistir. PM’lerin diisiik dozlar1 ise hiicre canliligini inhibe etmeksizin viriilans ve yetersayi
algilama iligkili gtfC, comA ve comX genlerinin ifadelerini baskilamigtir. Coklu etki gdsteren PM’lerin
organik asit, yag asiti ve vitamin icerikleri de kromatografik analizler kullanilarak gergeklestirilmistir.
Icerik analizleri neticesinde tiim PM’lerde en yiiksek oranda tespit edilen organik asit laktik asit olarak
belirlenmistir. B-vitamin kompleksleri ise en yiiksek bulunan vitaminler olarak tespit edilmistir. Elde
edilen veriler, biyolojik olarak aktif ve islevsel molekiiller igeren PM’lerin, dis ¢iirligii patogenezinin

onlenmesinde yeni, dogal ve giivenli bir strateji olarak tasarlanabilecegine isaret etmektedir.
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ABSTRACT

Master Thesis

EVALUATION OF THE EFFECTIVENESS OF MICROBIOTA DERIVED
POST-BIOTIC MEDIATORS IN DENTAL PLAQUE REMOVAL
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Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Fadime KIRAN

Dental caries is consdiered not only one of the most prevalent diseases worldwide, but also a public
health problem, undoubtedly. Among the various types of cariogenic bacteria that cause dental plaque,
Streptococcus mutans draws attention as the major etiological pathogen of dental caries. The present
study aimed to assess the influence of microbiota-derived post-biotic mediators (PM) on the
pathogenesis of dental caries. Within this aim, the antibacterial activity of PMs obtained from
Lactobacillus plantarum EIR/IF-1 derived from infant fecal microbiota, Lactobacillus curvatus
EIR/DG-1 derived from dolphin gut microbiota, and Lactobacillus curvatus EIR/BG-2 derived from
honey bee gut microbiota, against Streptococcus mutans ATCC 25175 were analyzed by agar well
diffusion assay and antibiofilm activities were determined according to crystal violet staining principle.
The levels of quorum sensing related gene expressions were also evaluated using molecular techniques.
The highest antibacterial effect (dependent on pH) was observed with the use of PM from EIR/IF-1.
Sub-MIC doses of PMs were eliminated the cariogenic biofilm formation following the co-incubation
and pretreatment assays. The reduction of cell viability and notable changes in biofilm formation was
also confirmed microscopically both on glass coverslips and ex vivo human teeth surfaces by
microscopic tools. Low doses of PMs down-regulated the expression of gtfC, comA, and comX, without
any significant growth inhibition. Organic acid, fatty acid and vitamin content analyzes of multi-
functional PMs were also carried out using chromatographic analyses. As a result of the content
analysis, the highest organic acid detected in all PMs was determined as lactic acid. B-vitamin
complexes were found to be the most abundant vitamins. The obtained data indicate that PMs
containing biologically active and functional molecules can be designed as a new, natural and safe

strategy for the prevention of dental caries pathogenesis.

June 2021, 105 pages
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

cm? Santimetre kare

dk Dakika

g Gram

L Litre

M Molar

mg Miligram

mL Mililitre

mM Milimolar

ng Nanogram

nm Nanometre

r Cap

um Mikrometre

uL Mikrolitre

o Alfa

B Beta

> Biiyiik

< Kiigiik

°C Santigrat (Celcius) derece

% Yiizde

Kisaltmalar

A Absorbans

A Adenin

ABD Amerika Birlesik Devletleri

AHL Agillenmis homoserin lakton

AMP Antimikrobiyal peptid

ATCC American Type Culture Collection
Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu

ATP Adenozin trifosfat

be Baz cifti

C Sitozin

Ca Kalsiyum

CO2 Karbondioksit

dH20 Distile su

DNA Deoksiriboniikleik asit

dNTP Deoksiniikleotid tri fosfat

EDTA Etilendiamin tetraasetik asit

EPS Ekzopolisakkarit

FAO Food and Agriculture Organization
Gida ve Tarim Orgiitii

G Guanin
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GRAS

HBE
H.0O>
KCI
Kob
LAB
Lux
LPS
Mg
MgCl.
MIK
PM
MRS
MRSA

NaCl
NADPH
NaOH
NCBI

oD
PBS

QS

PZR
rRNA
SF

TBE
TLR
TSB
uv
WHO

Generally Recognized as Safe

Genel olarak giivenli kabul edilir
Hiicre bagimsiz ekstrakt

Hidrojen peroksit

Potasyum kloriir

Koloni olusturan birim

Laktik asit bakterileri

Lusiferaz

Lipopolisakkarit

Magnezyum

Magnezyum Klortir

Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu
Post-biyotik mediatorler

De Man, Rogosa and Sharpe besiyeri
Metisilin-direngli Staphylococcus aureus
Normalite

Sodyum kloriir

Nikotinamidadenin diniikleotit fosfat
Sodyum hidroksit

National Center for Biotechnology Information
Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi
Optik yogunluk

Fosfor

Fosfat tamponlu tuz soliisyonu
Hidrojen konsantrasyonunun kologaritmasi
Quorum-sensing

Yeter say1 algilama

Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Ribozomal riboniikleik asit

Serum fizyolojik

Timin

Tris Borik asit EDTA

Tool benzeri reseptor

Triptik Soy Broth

Ultraviyole

World Health Organization
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1. GIRIS

Agiz ve dis sagligi yasamin her evresinde genel saglik durumunun 6nemli bir bileseni
olmustur. Sadece dis ve disle iliskili dokulara degil viicudun farkli sistemlerine de zarar
verebilen dental hastaliklar ise, biiyiik kitleler tizerindeki 6nemli etkileri ve sosyo-
ekonomik zararlar dikkate alindiginda “sessiz” ancak kiiresel bir salgin olarak dikkat
cekmektedir. Dental hastaliklarin ilerlemesine neden olan en 6nemli etiyolojik faktor
“Mikrobiyal dental biyofilm (plak)” olusumudur. Diinya ¢apinda 6nemli bir halk
saglig1 sorunu olarak kabul edilen dis ¢iiriikleri ise, biyofilm ile iliskili en yaygin dental
hastaliklar arasmna ilk sirada yer almaktadir. Kiiresel Agiz Saglhigi Veri Bankasi
bilgilerine gore hemen hemen tim yas gruplarimi olumsuz yonde etkileyen daimi
dislerde ¢iiriik goriilme sikligr % 49 ile % 83 arasinda degismektedir. Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) ise daimi dislerde tedavi edilmemis dis ¢iiriiklerinin en yaygm saglik

sorunu oldugunu rapor etmektedir.

Dis c¢iiriiklerinin olusumu tizerindeki etkilerine ilaveten, dis eti altinda meydana gelen
mikrobiyal dental biyofilm igerisinde bakterilerin birikmesi ¢evre dokularda
inflamasyona neden olmakta, bu durum ise gingivitis (dis eti iltihab1) olarak
tanimlanmaktadir. Eger meydana gelen mikrobiyal dental biyofilm ortamdan
uzaklastirllamaz ise dis etinde gelisen enfeksiyon periodontiyumun diger dokularini
etkileyerek alveolar (¢cene kemigi) kemige ilerleyebilmekte ve sonrasinda agresif bir
patoloji olarak nitelendirilen periodontitisin olugmasina neden olmaktadir. Basarili bir
sekilde tedavi gerceklestirilemediginde ise, erken dis kayiplar1 kagimilmaz son
olmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii periodontal hastaliklarin tiim diinyada kalp
hastaliklarindan sonra en yaygin goriilen ikinci kronik hastalik oldugunu ve diinya
capinda % 11 prevalans ile yaklagik 743 milyon insani etkiledigini bildirmektedir.
Mikrobiyal dental biyofilmin giderilememesi neticesinde ortaya ¢ikan agiz ve dis sagligt
sorunlar ise bireyleri gerek ekonomik gerekse sosyal bakimdan oldukga etkilemektedir.
Dolayisiyla, dis ciiriikleri basta olmak iizere periodontal hastaliklarin etkin sekilde

tedavi edilmesi halk saglig1 yonetiminde 6nemli bir rol oynamaktadir.



Agiz ve dis saglhigr sorunlarmin tedavisi genellikle evrensel saglik sigortasinin bir
pargast olmayip pahali islemleri kapsamaktadir. Diinya Saglik Orgiitii ¢ogu yiiksek
gelirli tlkelerde, dis tedavisinin toplam saglik harcamalarinin ortalama % 5’ini
olusturdugunu rapor etmektedir. Agiz ve dis saglig1 sorunlarinin énemli bir kismi1 biiytlik
Olgiide onlenebilmekte ve erken evrelerinde tedavi edilebilmektedir. Olgun biyofilm
olusumunu engellemek icin 6zellikle mekanik igslemlerle (dis firgalama, agiz gargarasi,
dis ipi) plagin giderilmesi tavsiye edilse de, kendi kendine yapilan bu islemlerin kalitesi
her zaman yeterli olmayabilmektedir. Dis macunlar1 basta olmak iizere ¢esitli dental
tirtinler icerisinde yer alan klorheksidin, triklosan ve floriir gibi antimikrobiyal kimyasal
ajanlar ise olgun biyofilmleri penetre yenetigine sahip olmadigindan dolay:1 etkinlik
acisindan sinirlt kalmakta ve biyofilmleri rezervuar olarak kullanan patojenlere etki
edememektedir. Kimyasal icerikli bu antimikrobiyal ajanlarin gereginden fazla miktarda
ve siirede kullanilmas: da dis yiizeyi renklenmelerine, agiz kuruluguna ve yanmasina,
mide ve bagirsak hastaliklarina ve tat almada bozukluklara neden olabilmektedir.
Bununla birlikte, son yillarda yapilan ¢alismalar bu antimikrobiyal kimyasal ajanlarin
sinirsel toksisite gibi 6nemli yan etkilere sebebiyet verdigini ve ayn1 zamanda dogal oral
mikrobiyota dengesini bozarak dizbiyozise neden olabilecegini rapor etmektedir
(Vijayakumar vd. 2021). Dolayisiyla, agiz ve dis sagligini1 koruyabilmek adina sadece
patojen inhibisyonunu degil ayni zamanda biyofilm yapilarin1 hedefleyen ancak oral
mikrobiyota iizerinde olumsuz etkiler sergilemeyecek, etkin ve giivenilir dnlemlerin
alinmas1 oldukca Onemli kabul edilmektedir. Son yillarda yapilan calismalar;
tanimlanmis bir prosesle siirekli olarak iiretilebilen, tiretimi kolay ve diisiik maliyetli,
yan etkileri olduk¢a az olan, dogal ve giivenilir metabolitlerin belirlenmesi iizerine

odaklanmstir.

Gida ve Ilag Dairesi (FDA) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan yeterli miktarda
tiketildikleri takdirde konak sagligi tizerinde olumlu etkiler sergileyen canl
mikroorganizmalar olarak tanimlanan probiyotikler, oral mikrobiyotanin da énemli bir
parcast olmalar1 ve dolayisiyla genel olarak giivenilir kabul (GRAS, Generally
Recognized as Safe) edilmelerinden dolay1 agiz ve dis sagligi agisindan umut vaat eden
onemli bir arastirma alanidir. Probiyotik mikroorganizmalarin agiz ve dis saghg

alaninda kullanimi1 olduk¢a yeni bir kavram olmasina ragmen, son yillarda hiz kazanan



caligmalar, probiyotiklerin ag1z ve dis saglig1 lizerindeki potansiyel etkinliklerine dikkat
cekmektedir (Seminario-Amez vd. 2017). Probiyotik uygulamalar; agiz boslugundaki
Oonemli patojenlerin gelisimini engellemekte ve dis ¢iirlimelerini, periodontal hastaliklar
ve agiz kokusunu kontrol altina alabilmektedir. Son zamanlarda oral probiyotikleri
iceren pastil, tablet, sakiz, kapsiil, gargara ve dis macunu {irlinlerinin marketlerde yerini
almasi, agiz ve dis sagliginmi hedef alan probiyotik pazarini hareketlendirmektedir.
Bakteriyosin iireticisi Streptococcus salivarius K12 susu, agiz kokusunu engellemek
amaciyla gargaralara ilave edilmis ticari bir probiyotik olarak tanimlanmaktadir. Ug
farkli probiyotik susu iceren ve ProBiora3® olarak adlandirilan gargaranin dis ciiriikleri
ve periodontitis ile iliskili bakterilerin sayisinda azalmaya neden oldugu belirtilmektedir
(Zahradnik vd. 2009). EvoraPlus ise Amerika Birlesik Devletleri’nde agiz ve dis saghigi
icin spesifik olarak {iretilen ilk probiyotik icerikli tablet iirliniidiir. Tabletin diizenli
giinliik kullaniminin dis eti ve dis sagligint olumlu yonde etkiledigi, dis beyazlamasina
katkida bulundugu, dogal ve ferah bir nefes sagladigi belirtilmektedir. GUM®
Periobalance® ise plak olusumunu engellemek icin nane pastili olarak piyasaya sunulan
bir diger probiyotik iiriindiir. Kanada’da marketlerde bulunan ve BLIS K12 olarak
adlandirilan sakiz ise agiz ve dis saghgi i¢in tasarlanmis probiyotik bir iriindiir.
PerioBiotic™ ise Lactobacillus paracasei susu ile birlikte ksilitol ve kalsiyum
gliserofosfati igeren bir dis macununun ise diizenli kullanildig: takdirde biyofilm ilisgkili

patojenlerin sayisinda azalmalara neden oldugu rapor edilmektedir (Jose vd. 2013).

Son zamanlara giiglii antibakteriyel ve antibiyofilm aktiviteleri ile dikkat ¢eken ve
giivenilir olarak kabul edilen probiyotiklerin, agiz boslugunda hedef lokasyonlarda
istenilen sayida canli olarak kalamamalari ve bunu takiben kolonizasyon sinirlamalari
ile karsilagilmasi, bununla birlikte oldukg¢a diistik bir olasilik olsa da sepsis risklerinin
rapor edilmesi, istesinden gelinmesi gereken Onemli zorluklar olarak karsimiza
cikmaktadir. Probiyotiklerin giiglii antibakteriyel ve antibiyofilm etkilerinin esas olarak
fermentasyon siirecinde tiretmis olduklar1 antimikrobiyal peptitler, organik asitler ve
hidrojen peroksit gibi biyoaktif bilesiklere bagli oldugu bilinmektedir. Bu o6zellikleri
dikkate alindiginda belirtilen giincel sorunlarin iistesinden gelebilmek adina post-biyotik
mediatorlerin (PM) kullanimina yonelik alternatif bir saha olusmaktadir. Bilimsel

arenada yeni bir terim olmasina ragmen, post-biyotikler (metabiyotikler, biyojenikler),



canlt hiicreler tarafindan salgilanan (iiriinler veya metabolik yan iirlinler) veya enzimler,
peptitler, teikoik asitler, peptidoglikan tiirevli muropeptitler, polisakkaritler, hiicre
ylizey proteinleri ve organik asitler gibi bakteriyel lizizden sonra ortaya c¢ikan
¢Oziinebilir faktdrleri ifade etmektedir (Zolkiewicz vd. 2020). Ozellikle sinyal yolaklar
ve bariyer fonksiyonu iizerinde canli hiicreler kadar etkili oldugu belirtilen post-
biyotikler net kimyasal yapilari, giivenilir doz parametreleri, memeli enzimleri
tarafindan hidrolize karsit direngli olmalari, uzun raf Omiirleri ve antimikrobiyal,
antiinflamatuvar, immiinomodiilator, antihipertansif, antikarsinojenik ve antioksidan
aktiviteye sahip olabilecek ¢esitli sinyallesme molekiillerini  (mediatorler)
icermelerinden dolay1 son yillarda dikkat ¢ekmektedir. Bu 6zellikler, PM’lerin spesifik
fizyolojik fonksiyonlar1 gelistirerek konak sagliginin iyilestirilmesine ¢oklu katkida

bulunabilecegine isaret etmektedir (Nakamura vd. 2016, Aguilar-Toala vd. 2018).

Gilintimiizde PM’ler, dogrudan veya dolayli olarak konake1 {lizerindeki yararli etkileri
nedeniyle her gegen giin daha da artan bir ilgi gérmektedir. Bu tez g¢alismasinin
hipotezi, PM’lerin dis ¢liriigii patogenezinde etkili bir koruma saglayip saglayamayacagi
tizerine kurulmus olup, dis ¢iiriiklerinin baglica etiyolojik patojeni olarak kabul edilen
Streptococcus mutans’a karsi PM’lerin etkinliginin belirlenmesi amaglanmistir. Bu
amagla, ¢esitli mikrobiyota nislerinden izole edilen ve canli hiicrelerinin Streptococcus
mutans iizerinde inhibitdr etki goOsterdigi belirlenen potansiyel ii¢ izolat sec¢ilmis,
PM’leri elde edilmis, S. mutans’in biiyiimesi ve biyofilm olusumu {zerindeki
engelleyici etkileri mikrobiyolojik analizler ve mikroskobik degerlendirmeler [Taramali
Elektron Mikroskobu (SEM) ve Lazer Taramali Konfokal Mikroskobu (LTKM)]
neticesinde analiz edilmistir. Streptococcus mutans’in biyofilm olusumunda kilit rol
oynayan yetersay1 algilama (QS; Quorum Sensing) iliskili genlerin ifadesi iizerine olan
etkileri ise molekiiler genetik yontemler kullanilarak degerlendirilmistir. Caligmanin son
asamasinda ise PM icerisinde bulunan biyoaktif bilesikler kromatografik araclar ve
Kiitle  Spektrofotometrisi (MS) kullanilarak  belirlenmistir.  Bugiine  kadar
gerceklestirilen mevcut literatiire dayanarak, PM’lerin Karyojenik biyofilmlerin kontrolii
tizerindeki etkilerini degerlendirmek igin ex Vivo olarak dis yiizeyleri {izerinde

gergeklestirilen ilk ¢alisma olmustur.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Agiz ve Dis Saghgimin Onemi

Agiz ve dis sagligi, genel sagligimizin 6nemli bir pargasini olugturmaktadir. Diinya Dis
Hekimleri Birligi ¢ok yonlii bir kavram olarak genel agiz sagligini; “agri, rahatsizlik, ve
kranifasiyal komplekste hastalik olmaksizin giivenle konusabilmek, giilimsemek, koku
ve tat almak, dokunmak, ¢ignemek, yutabilmek ve yliz mimikleri ile bir takim duygular1
ifade edebilmek” olarak tanimlamaktadir (FDI; World Dental Federation 2016). Agiz
hijyenine dikkat edilmemesi durumunda ise agiz ve dis sagligi olumsuz yonde
etkilenmekte ve genel saglk kosullari tizerinde birgok olumsuz sonuca neden
olmaktadir (Sekil 2.1). Gergeklestirilen ¢alismalar, agiz ve dis hastaliklarinin sadece
oral boslugu ve disleri etkilemedigini, aksine birgok sistemik hastaliklarin gelisme
riskini arttirdigin1 ve kalp hastaliklari, norodejeneratif hastaliklar, kanser ve diyabet
basta olmak {izere birgok kronik hastalik ile iliskili oldugunu rapor etmektedir. Bununla
bilikte agiz sagliginin bozulmasi, insanlarin yemek yemelerini ve konusmalarini
etkileyebilmekte, yasam kalitelerini ve refahlarmi degistirerek fiziksel ve psikolojik
sorunlara hatta kisinin kendini sosyal olarak izole etmesine neden olabilmektedir
(Heilmann vd. 2015). 1976 yilinda Cohen ve Jago, dis hekimliginin en biiyiik katkisinin
yasam kalitesini iyilestirmek oldugunu savunmustur. Giiniimiizde karsilastigimiz tiim
bu kiimillatif sonuglar dikkate alindiginda ise, ¢cagdas saglik kavramlari agiz saghgmin
sadece agiz durumu ile ilgili degil; genel, fiziksel, psikolojik ve sosyal iyilik hali

terimleriyle de tanimlanmas1 gerektigini 6ne stirmektedir.

Klinik agidan degerlendirildiginde; seker tiiketiminin, tiitiin ve alkol kullaniminin, koti
hijyen kosullar1 dahil olmak tizere bir dizi onlenebilir risk faktorlerinin ve bunlarin
altinda yatan sosyal ve ticari belirleyicilerin, agiz ve dis hastaliklarinin temel nedenleri
oldugu belirtilmektedir. Bu belirleyiciler, bulasici olmayan hastaliklar tarafindan
paylasilan ortak risk faktorleriyle birlikte, 6nleme ve kontrol amaciyla entegre stratejiler
gelistirmek i¢in temel saglamaktadir (WHO 2020).
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Sekil 2.1 Agiz hastaliklarinin genel etkileri

Ag1z ve dis hastaliklari, kronik hastaliklar arasinda en sik rastlanilan durum olmakla
birlikte; yayginligi, birey ve toplum tizerindeki etkileri ve tedavilerinin maliyeti dikkate
alindiginda 6nemli bir halk saglig1 sorunu olarak da 6nem arz etmektedir. Dig ¢liriigi,
periodontal (dis eti) hastaliklar, dis kaybi, dudak ve agiz boslugu kanserleri agiz
hastaliklar arasinda siklikla rapor edilen olgular arasinda yer almaktadir. Bu hastaliklar
biiyiik dl¢lide Onlenebilir olmalarina ragmen, kiiresel olarak en yaygin gozlemlenen
bulasict olmayan hastaliklar arasinda rapor edilmektedirler (WHO 2020). Diinya Dis
Hekimleri Birligi tarafindan yayimlanan arastirma sonuglari, 1990 ile 2017 yillan
arasinda 3.5 milyardan fazla insanin afiz hastaliklarindan muzdarip oldugunu
gostermektedir. Kalic1 dislerdeki tedavi edilmemis dis ¢iiriikleri ise, 2.3 milyar insani
etkileyerek diinya ¢apinda en yaygin goriilen olgu olarak rapor edilmektedir. Toplam dis

kaybinin baslica nedenlerinden biri olan siddetli periodontal hastaligin ise, 6zellikle



yaslilar basta olmak iizere 267 milyon insani etkiledigi belirtilmektedir. Dudak ve agiz
boslugu kanserleri ise her yil 500.000°den fazla vaka ve yaklasik 180.000 6liimle diinya
capinda en yaygin 15 kanser olgusu arasinda yer almaktadir. Giineydogu Asya ve Bati
Pasifik bolgelerinin baz1 kisimlarinda, erkekler arasinda kansere bagl 6liimlerin 6nde
gelen nedeni arasinda gosterilmektedir. Agizda baslayan, etkilenen gocuklarin % 90’1
icin Olimciil olan ve nekrotizan bir hastalik olarak tanimlanan Noma ise asir
yoksullugun bir gostergesi olarak nitelendirilmekte ve siklikla yagsam boyu sosyal

dislanma ile sonuglanmaktadir (WHO 2020).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) agiz hastaliklarinin bir¢ok iilkede tedavi edilmesi en
pahali olan dordiincii hastalik oldugunu bildirmektedir (Petersen 2003). 2015 yilinda
diinya ¢apinda dis hastaliklarinin tedavi maliyetinin 357 milyar ABD Dolar1 oldugu,
ayni yil Avrupa Birligi genelinde agiz hastaliklarinin tedavisine 90 milyar Euro
harcandig1 belirtilmektedir. Bu maliyet, bulagic1 olmayan hastaliklar arasinda diyabet ve
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra figiinci en yiiksek harcama olarak dikkat
cekmektedir (Peres vd. 2019). Agiz saghigi, genellikle birinci basamak saglik hizmetleri
kapsaminda bulunmadigindan, bireyler ve toplum igin Onemli masraflara yol

agmaktadir. Bu durum, 6zellikle dezavantajl niifuslar1 olumsuz yonde etkilemektedir.

Diinya’da agiz ve dis hastaliklarinin 6nemi yeterli diizeyde anlasilamamistir. Malesef
Tiirkiye’de de bu alandaki olumsuz veriler kaygt uyandirmaktadir. 2017 yilinda agiz ve
dis sagligi haftas1 kapsaminda Tiirk Dighekimleri Birligi tarafindan yapilan
degerlendirmeler, gelismis iilkelerde dishekimine basvuru sikliginin yillik kisi basi 5
kez, ilkemizde ise 0.9 kez oldugunu, her 10 kisiden dokuzunun agiz problemi
yasadigini, her iki evden birinde dis fircasi bulunmadigini, 65 yas {istii insanlarin yiizde
50’sinin dislerinin tiimiiniin eksik oldugunu belirtmektedir. Ulkemizde dis ve dis eti
hastaliklarinin ¢agdas {ilke seviyelerine getirilebilmesi amaciyla kisilere bireysel
sorumluluklar diismektedir. Dis fircalama, dis ipi kullanma ve seker alimini sinirlama
gibi uygun agiz hijyeni aliskanliklar1 ne kadar erken Ogrenilirse, maliyetli dis
prosediirlerinden ve uzun vadeli saglik sorunlarindan kaginmak o kadar kolay olacaktir.

Hastaliklar1 6nlemek ve bunlara kars1 farkindalik yaratmak ise bireyin dogdugu yer,



sosyo-ekonomik statiisii, aldig1 egitim, kendine olan saygisi ve kiiltiirel durumu gibi

faktorlere bagl olarak degismektedir.

2.2 Dis Ciiriikleri

Oldukga fazla sayida mikroorganizmaya ev sahipligi yapan agiz boslugu, yaklasik 700
ile 1.000 mikrobiyal tiir igermektedir. Dis ¢iiriigii basta olmak tizere periodontal hastalik
ve agiz kanseri gibi olgularin olusumu ve gelisiminin agiz boslugunda bulunan
mikroorganizmalar ile yakindan iligkili oldugu rapor edilmektedir. Dis ¢iirtikleri ise

insanlarda en yaygin gdzlemlenen mikroorganizma iliskili agiz ve dis hastaliklarinin

basinda gelmektedir (Karoly vd. 2019, Chen vd. 2020).

Dis ciirtikleri (Sekil 2.2), konak tarafindan yiyeceklerden alinan karbohidratlari
fermente ederek asit iireten karyojenik bakterilerin plirlissiiz veya ¢atlak olan dis
yiizeylerine yapismalari, biyofilm olusturmalari, ilk olarak dis minesinde ve ardindan da
dentinde deminerilizasyona neden olmalar1 ile meydana gelen bir hastalik olarak
karakterize edilmektedir (Tinanoff 2017). Ciiriik baslangicinin en erken belirtisi dis
yiizeyinde meydana gelen beyaz nokta seklindeki lezyonlardir. Eger nokta lezyon
olusumu devam ederse asitler yilizey kismin altina daha rahat yayilarak kii¢iik oluklar

olusturmaktadir.

Sekil 2.2 Dis ciiriik lezyonlari
(20 Nisan 2021 tarihinde https://www.bakerstreetdental.com’dan alinmistir)
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Deminerilizasyon kritik pH degeri olarak adlandirilan pH 5.5’in altinda oldugunda
gerceklesmektedir (Marsh ve Martin 2009). Deminerilize edici kosullar devam ettigi
takdirde reminerilizasyon hizi deminerilizasyon hizina ayak uyduramamakta, mine
zayiflamaya devam etmekte ve oluklar biliyiimektedir. Boylece altta kalan dentin
tabakas1 ortaya cikmakta ve bakteriler tarafindan enfeksiyona agik hale gelmektedir.
Deminerilizasyon ayrica kalsiyum, fosfat ve floriir gibi dis bilesenlerinin
(hidroksiapatit) difiizyonuna da neden olmaktadir. Floriir alim1, yikimi tersine ¢evirerek
kalsiyum ve floriirlin digse geri difiizyonu i¢in bir katalizor gorevi géormekte ve sonug
olarak floroapatitten olusan yap1 bakteriyel saldirtya karsi orjinalinden daha direngli bir

hale gelmektedir (Sucharit 2020).

Dis ¢iirtigli sonras1 goriilen komplikasyonlar sadece dis yilizeyine degil dis kokiine de
etki etmektedir. Elde edilen veriler, dis ciiriiklerinin % 79’unun dis kaybi ile
sonuglandigin1  gostermektedir (Righolt vd. 2018). Gelismis ilkelerde ¢iiriik
prevalansinin daha da arttigi goézlemlenirken, 2003 yilinda yapilan bir arastirmada
Birlesik Krallik’da yasayan 5-15 yas arasi ¢ocuklarin % 55-72’sinde ¢iiriige rastlandig:
bildirilmektedir (Bagramian vd. 2009). Diinya Saglk Orgiitii, diinya ¢apmnda okul
cagindaki ¢ocuklarinin % 60 ile % 90’min ve yetiskinlerin yaklasik % 100’iliniin
ciirliklerden muzdarip oldugunu bildirmektedir (WHO 2020). Gelisme siirecinde bir¢ok
faktoriin rol aldig: ¢iiriigiin, sadece agizdaki rahatsizliklarla siirli kalmadigini ayni
zamanda endokardit gibi hastaliklara da neden oldugu da belirtilmektedir. Bu nedenle

ciiriklerin 6nlenmesi halk saglig1 yonetiminde 6nemli bir rol oynamaktadir.

Glinlimiizde dis ¢iirigiiniin asit tireten mikroorganizmalar ile fermente olabilen
karbonhidratlar arasindaki karmasik etkilesimden kaynaklandigi kabul edilmektedir
(Pitts vd. 2017). Agiz mikrobiyotasi dis ¢iiriigli olusumunu etkilemekle birlikte, disler
ve tiikiiriik gibi bir¢cok konake1 faktor de ¢iiriik gelisimini etkileyerek kronik ve yavas
ilerleyen bir silirece sebebiyet vermektedir (Sekil 2.3). Mine ylizeyine yapisan
mikroorganizmalarin olusturdugu dental plak (biyofilm) ise, dis g¢iiriiklerinin

etiyolojisinde 6nemli bir bilesen olarak kabul edilmektedir (Chen vd. 2020).



Fiziksel

degisim

Konak
doku
Pat(;:j;kf;kitfﬂz. enl Koruyucu faktirler
. N e v . Tokorak
¢ Fermente edilebilir > % -
karbohidrat NS Florfr
¢ Plak kontrola
) o Mikrobiyal * Karbohidrat alhm kontrola
topluluklar
Curik olusumu yok
Va4

Sekil 2.3 Dis ¢iiriiklerinin etiyolojisinde énemli kabul edilen faktérler (Chen vd. 2020)

2.3 Dental Plak (Biyofilm)

1890 yilinda Miller “Insan agzinda mikroplar” adli kitabinda, dis ¢iiriigiiniin olusumu
icin “kimyasal bakteri teorisi”’ni ilk kez One sirmiis ve dis biyofilminin
mikroorganizmalar tarafindan olusturuldugunu savunmustur. Giiniimiizde ise bakteriler,
mayalar, viriisler, mikoplazmalar, protozoalar ve arkeler dahil olmak iizere oral
mikroorganizmalarin agizda oral mikrobiyota olarak bilinen heterojen bir ekolojik
sistem olusturduklar1 bilinmektedir (Lu vd. 2019). Agiz boslugu, agiz mikrobiyota
tiyeleri i¢in uygun bir ortam sunmaktadir. Ag1z mikrobiyotasinda yer alan kommensal
bakteriler ise istilaci patojenik mikroorganizmalarin gelisimini 6nlemek amaciyla
bakteri kolonizasyonunu kontrol etmektedir. Dolayisiyla agiz mikrobiyotasi, agiz ve dis
sagliginin korunmasinda kritik bir rol oynamaktadir (Razi vd. 2020). Ancak istenmeyen
kosullar altinda istilact mikroorganizmalar konagin ortak mikrobiyal toplulugunda bir
dengesizlige (disbiyozis) neden olmakta, bu durum ise agiz ve dis hastaliklarinin

baslangicina neden olmaktadir.
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Dental anlamda “plak” kelimesi ilk olarak Black (1884) arafindan g¢iiriikk lezyonlarini
tizerindeki toplu mikroorganizmalar1 ifade etmek amaciyla kullanilmistir. Dig
yiizeyindeki oral mikrobiyota, dental plak olarak bilinen polimikrobiyal topluluklar
(biyofilm) olusturma egilimindedir (Marsh vd. 2017). Ekstraseliiler polimerik matriksin
(EPS) Kkaryojenik mikroorganizmalar igin patolojik bir yasam alani sagladigi
bilinmektedir. Cok sayida kanit, dis ¢liriigiiniin bulasic1 bir hastaliktan ziyade esasen
biyofilm kaynakli bir hastalik oldugunu ve hastalik siirecinin dis yiizeyini kaplayan
biyofilmde basladigin1 gostermektedir (Sim vd. 2016). Ciiriik biyofilmi (¢iiriige neden
olabilecek biyofilm), EPS agisindan zengin, son derece aktif ve karmasik bir ekosistem
olarak tanimlanmaktadir. Dental plagin agirlikli olarak Streptokoklar (% 67-78) ile
Actinomyces’lerden (% 4-30) olustugu bildirilmektedir (Nyvad ve Fejerskov 1987).
Dental plagin kuru agirligt % 10-20 glukan ve % 1-2 fruktan igermektedir. Plak ayni
zamanda % 40 oraninda tlikiiriik ve mikroorganizmalardan iiretilmis proteinler basta
olmak iizere farkli oranlarda lipit, Mg, Ca, P, F (Leme vd. 2006, Pessan vd. 2008) ve
yaklasik olarak % 80 oraninda su ihtiva etmektedir (Wilson ve Ashley 1990).

Biyofilmler, dis ¢iiriikleri disinda klinik hastaliklarin ¢ogunda da o6nemli bir rol
oynamaktadir. Ulusal Saglik Enstitiileri’nin bir aragtirmasina goére mikrobiyal
enfeksiyonlarin % 65’inin kronik hastaliklarin ise % 80’inin ortaya ¢ikmasinda énemli
bir etken olan biyofilmler (Barzegari vd. 2020), rutin testler ile nerdeyse hi¢ tespit
edilememektedir (Sharahi vd. 2019). Metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA),
S. mutans, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis ve Gardnerella
vaginalis klinikte en sik rastlanilan ve biyofilm olusturmada etken bakteriler arasinda
yer almaktadir (Mathur vd. 2018).

2.3.1 Dental plak (biyofilm) olusum asamalari

Mikroorganizmalarin hedef bir ylizeye yapismalarini takiben, biitiinliikk olusturmak
adina bir arada yasadiklar1 ve yasamlarinin devami ig¢in birbirlerine 6zel sinyaller
gonderdikleri karmagsik yapi biyofilm olarak adlandirilmaktadir. Dis yiizeylerinde

gerceklesen dental plak (biyofilm) olusum siireci ise bakterilerin uygun yiizeye
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yapigmasi, ¢ogalmasi, yapistigr yiizeyden kopmasi ve tekrar yapigsmasi asamalarindan
olusan dinamik bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir (Marsh ve Bradshaw 1995) (Sekil
2.4). Agiz ortami, hem tikiirlik igermesi hem de dis gibi ylizeyler barindirmasi
nedeniyle plak olusumu i¢in neredeyse ideal bir ortam olmaktadir. Plak olusumunun ilk
asamasinda Onemli bir rol oynayan tiikiiriik, iyon igeriginden dolayr tamponlama ve
mine rejenerasyonu gibi etkiler gosterirken, organik igeriginden dolayr da
mikroorganizmalarin dis yilizeylerine tutunmasina imkan veren biyofilm olusmasina ve

endojen besin maddesi teminine katki saglamaktadir (Guggenheim vd. 2001).

(S S. mutans v Ag I/ protein ailesi
X IIk kolonizatérler Orn: S. Glukosiltransferaz (GtfB, C, D)
gordonii, S. oralis, S. = Glukan basl -_—
|' sanguinis, Actinomyces spp. ukan baglayici protein
g Fibril
6 Diger asidojenik ve asidiirik organizmalar sl
Orn: S. sobrinus, S. salivarius, Lactobacillus EPS
Spp., Bifidobacterium dentium Y Tiikiirik bilesenleri

Sekil 2.4 Dental plak (biyofilm) olusum agsamalar1 (Sucharit 2020)
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Dental plak olusum asamalarinin detaylari ise asagida 6zetlenmektedir (Sekil 2.5).

a) Edinilmis dis pelikiiliiniin olusumu: Bu pelikiil, tiikiirik ve g¢esitli mikrobiyal
molekiillerin dige baglanmasi ile meydana gelmektedir. Pelikiil; miisin ve statherin gibi

bakteriyel adezinler i¢in reseptor olusturmaktadir.

b) Bakterilerin dis ylizeyine pasif olarak taginmasi.

c) Bakterilerin geri dondiiriilemez bir sekilde dis yiizeyine yapigmasi: Bu tiir
etkilesimler karbohidrat reseptorlerinin bakteriyel polipeptit adezinlerine baglanmasi

sonucu olusmaktadir.

d) Kolonizasyon: Ilk kolonizatérler (Streptococcus sp. ve Actinomyces sp.) ile ikincil
kolonizatorlerin (Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Prevotella intermedia, Eubacterium spp., Tannerella forsythia, Selenomonas flueggei,
ve Treponema denticola) arasinda adezin-reseptor etkilesimi meydana gelmektedir.

Bdylece biyofilmdeki bakteri ¢esitliligi artmaktadir.

e) Kolonize olmus bakterilerin cogalmasi: Bakteriler boliinmelerinin ardindan bir arada
yasayabilmeleri i¢in mikroortamlar yaratip, EPS’yi de sentezleyerek hiicre dis1

matrisinin meydana gelmesine ve olgun dental plagin olusmasina neden olmaktadir.

f) Aktif ayrilma: Biyofilm igindeki bakteriler, adezinleri pargalayan enzimleri
sentezleyerek biyofilmden ayrilmakta ve agiz igerisindeki baska bir yerde

kolonilesmektedir.

Dental plak (biyofilm), bakteriler i¢in rezervuar gorevi gormekte, zararli maddelerin
penetrasyonunu engellemekte ve ¢evreden besinlerin alinmasina yardimci olmaktadir
(Fanning vd. 2012). Olgun bir biyofilm, bakteriler i¢in gerekli besinleri saglayan su
kanallar1 ile gozenekli bir yapiya sahiptir (Huang vd. 2011). Ozellikle karyojenik
biyofilmlerde patojenler tarafindan iretilen EPS, dis plaginin virtilansinin

belirlenmesinde kritik bir rol oynamaktadir.
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Sekil 2.5 Pelikiil olusumu, yapisma ve kolonizasyona sematik bir genel bakis

1. Pelikiil olusumu, 2. Bakterilerin pasif olarak dis yiizeyine tasinmasi, 3. Bakterilerin zay1f elektrostatik
¢ekim kuvvetleri tarafindan tersine ¢evrilebilir sekilde tutunmasi, 4. Baglanmanin pelikiildeki bakteri ve
reseptorler iizerindeki adezinlerin aracilik ettigi geri doniisiimsiiz hale gelmesi, 5. Ikincil
kolonilestiricilerin birincil kolonilestiricilere baglanmasi (birlikte yapisma), 6. Bakterilerin biiylimesi ve
biyofilm olgunlagmasi, 7. Ayrilma (Marsh vd. 2009)

2.3.2 Dental plak (biyofilm) olusum nedenleri

Cok kompleks bir yap1 olan dental plagin olusmasina neden olan bir ¢ok temel faktor
bulunmaktadir. Onemli faktdrlerin baginda ise insanlarin agiz bakimi ve aliskanlig
hakkinda bilgilerinin ve bunun {izerine verilen egitimin yetersiz olusu gelmektedir. Bu
sebebin ortadan kaldirilabilmesi igin ebeveyinler basta olmak {izere yetiskinler ve
cocuklara; seker tliketimini azaltmanin 6nemini, floriirlii dis macunlarinin giinde iki kez
kullanilmast gerektigini ve diizenli araliklarla dis hekimine gitmenin gerekliligini
anlatan konular1 baz alan egitimler verilmelidir. Dis fircalamanin plak olusumu tizerinde
biiyiik etkileri dikkate alindiginda, ¢ocuklara ¢ok kiiciik yastan itibaren glinde en az iki
kez dislerini fircalamalar1 gerektigi fikri asilanmalidir. Gergeklestirilen bir ¢alismada;

yeterince digini firgalamayan okul 6ncesi ¢ocuklarin, dislerini firgalayan g¢ocuklara
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kiyasla ileriki yaglarda daha fazla ¢iiriikk lezyonuna sahip olabilecegi gézlemlenmistir
(Thibodeau ve O’Sullivan 1996).

Maternal etkiler, diyet ve sosyo-ekonomik statii ise dental plagin olusmasina neden olan
diger 6nemli faktorler arasinda yer almaktadir. Kolay erisilebildiginden dolay1 giinliik
diyetimizde siikroza bolca yer verilmektedir. Oysa siikroz asiditeyi arttirip diste
deminerilizasyona neden olmaktadir. Ayrica gelirin temsil ettigi sosyo-ekonomik
statiinlin de clrilk prevalansi ile baglantili oldugu belirtilmektedir. Yapilan bir
arastirmaya gore geliri diisiik ailelerin ¢ocuklarmin, geliri diisiik olmayan ailelerinin
cocuklarma gore dislerinde plak ve ¢iiriik goriilme olasiliginin daha yiiksek oldugu

rapor edilmistir (Vargas vd. 1998).

Streptococcus mutans bakterisi basta olmak {izere bir¢ok karyojenik patojen ise; (i) asit
tiretimleri, (i1) ¢cok cesitli karbonhidratlar1 organik asitlere metabolize etmeklerinin yani
sira diisiik pH kosullarina olan asit direngleri ve (iii) zorlu ortamlarda hayatta kalmalari
icin koruma saglayan EPS’yi sentezleme yetenekleri ile dental plak (biyofilm)
olusumunda onemli birer etiyolojik ajan olarak kabul edilmektedirler (Abranches vd.
2018, Palmer vd. 2019, Alshahrani vd. 2020).

2.4 Streptococcus mutans

2.4.1 Genel ozellikleri

Ik olarak Clarke (1924), ciiriik lezyonlarindan izole ettigi organizmay1 S. mutans olarak
adlandirmigtir. Sonrasinda bilim diinyasinda biiyiik ilgi géren S. mutans’in 1960’larin
ortalarinda dis c¢iiriiklerinde 6nemli bir etiyolojik ajan oldugu kanaatine varilmistir
(Loesche 1986). Gram pozitif, kiiresel veya oval sekilli, 0.5-2 pum ¢apinda, fakiiltatif
anaerob, o veya [ hemolitik olan bakteri, hiicre yiizeyindeki ramnoz-glukoz
polisakkaritlerinin sekillerine gore c, e, f (Sekil 2.6) ve k olmak tizere dort farkli
serolojik grupta incelenmistir (Nakano ve Ooshima 2009). Dental plaklardan izole

edilen suslarin yaklasik % 75’inin serotip ¢ oldugu saptanirken % 20’sinin ise serotip e
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oldugu saptanmistir (Nakano ve Ooshima 2009). Dislerin en ¢ok okliizal bolgelerinde
bulunan S. mutans glukoz ve fruktozdan olusan siikrozu ¢ok hizli katabolize ederek asit
iretmekte ve daha karyojenik sonuglara neden olmaktadir. Dolayisiyla, siikroz
fermentasyonu sonucunda dis plaginda hiicre igi ve hiicre dis1 polisakkaritlerin sentezi
icin bir substrat gorevi gordiigliinden en karyojenik diyet karbohidrati olarak kabul
edilmektedir (Bowen 2002). Hedef yiizeylere yapismasi, asit iiretimi (asidojenik) ve
buna bagl olarak diisen pH kosullarinda yasayabilmesi (asidiirik) S. mutans’in ¢iiriik

lezyonlar1 bulunmasini ve ¢iiriik insidansi ile iliskisini kanitlamaktadir (Russell 2009).

© ©

|u-1,2 |u-1,2

Serotipc = —>s ®“-1,3 ® a-1.2 a-1,3 a-1,2

|p-12 |8-1.2

Serotip e > ®ﬂ-1-3 ® a-1,2 a-1,3 a-1,2
|°—1,3 |q-1,3
Serotip f - ®u-1,3 ® a-1,2 a-1.3 a-1,2

® Ramnoz @ Glukoz

Sekil 2.6 Streptococcus mutans’in serotiplerine gore polisakkarit yapist (Nakano vd.
2008, Shibata vd. 2009)
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2.4.2 Biyofilm formasyonu

Insanlarda dis ciiriigiiniin en biiyiik nedeni olan S. mutans, siikroz varliginda iirettigi iic
cesit glukosiltransferaz (GtfB, C ve D) ile dis ylizeyine yapisabilmesi i¢in tutkal gorevi
goren glukani sentezleyerek karyojenik biyofilm olusumuna katilmaktadir (Bowen ve
Koo 2011). Bunlardan GtfB, o (1-3) baglari bakimmdan zengin olan ve suda
¢oziinmeyen glukanlar1 sentezlerken, kiimelenmeyi tesfik etmektedir. GtfC ise, o (1-6)
baglar1 bakimindan zengin olan ve hem suda ¢6ziinen hem de ¢6ziinmeyen glukanlarin
karisimini sentezyerek pelikiil iginden mineye absorbe edilmektedir. GtfD de ¢6ziinen
glukanlar1 sentezlemekte ve GtfB igin primer gorevi gérmektedir (Lemos vd. 2019).
Ozellikle GtfB’nin sentezledigi glukanlar biyofilm matriksinin énemli bileseni olarak
kabul edilmektedir. Gtf’ler glukan polimer olusumunu katalize etmenin yanisira var
olan glukana da baglanmaktadir. Bunu da yiizeye bagh glukan baglayici protein (Gbp)
olarak bilinen GbpA, B, C ve D araciligiyla gergeklestirerek hiicre kiimelenmesine ve
birikimine neden olmaktadir. GbpD ise biyofilm olusumunda anahtar rol oynamaktadir.
Gtf’ler ve Gbp’ler birlikte gorev alarak bakteriler ig¢in koruyucu bir matriks
olusturmakta ve S. mutans’in siikkrozu katabolize etmesine bagli olarak karyojenitesini
arttirmaktadirlar (Lemos vd. 2019). Siikroz yoklugunda ise P1, SpaP veya PAC olarak
da bilinen Antijen I/ll kolonizasyonuna imkan veren yiizey adezini olarak gorev
yapmaktadir. Bu adezin ailesi fibronektin ve kollajen gibi konak proteinleriyle
etkilesime girmektedir (Brady vd. 2010). Sigan disleri ile yapilan bir aragtirmada, P1
eksikligi olan mutant suslarin yabanil suslara gore dis yiizeylerine daha az yapisma ve

daha diisiik karyojenite sergiledikleri bildirilmektedir (Ahn vd. 2008).

2.4.3 Stres toleransi

Konakg¢i tarafindan fermente edilebilir karbohidratlarin tiiketilmesi asidik son iirlinlerin
iiretilmesiyle sonuglanmaktadir. S.mutans olusan bu disik pH’da yasamini
stirdiirebilmek igin sitoplazmasinin tamponlanmasina neden olan ve plazma zari yag
asidi bilesenlerindeki degisikliklere katkida bulunan yollarin indiiskiyonunu saglayan

bir adaptasyon mekanzimasi olan asit tolerans yanitin1 (ATR) kullanmakta ve bu yanitin
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sonucunda asit hasar1 ve stresi sirasinda hayatta kalabilmektedir (Matsui ve Cvitkovitch
2010, Baker vd. 2017). Sitoplazmanin tamponlanmasi islemi, hiicre zar1 boyunca proton
translokasyonu yapan bir ATPaz (Fi-Fo ATPaz) tarfindan gergeklestirilmektedir
(Sucharit 2020). Protonlarin hiicre disina translokasyonu diisiik bir hiicre dis1 pH’ya
neden olurken neredeyse nétiirliige yakin bir hiicre i¢i pH ile sonuglanmakadir. ATR ise
i¢ ortami, dis ortamdan yaklasik olarak 0.5-1 pH birimi kadar daha alkali tutmada
yardimc1 olmaktadir (Bender vd. 1986). ATR, S. mutans’in diger oral bakteriler
arasinda baskin bir bakteri olmasina neden olmaktadir. Coziinmeyen glukanlarin da
hiicre disindaki protonlar1 yakalayip konsantre ettigi, diisiikk bir yiizey pH’sina neden
oldugu ve ATR’yi indiikledigi tespit edilmistir (Guo vd. 2015). Son olarak ATR asidik
bir ortama uyum saglamak ic¢in plazma zar1 yag asidi bilesenlerinde degisiklik yapmak
adina, pH 7°de zarda yaklasik % 60 oraninda doymus yag asidi ve % 40 oraninda
doymamis yag asidi bulunurken pH 5 degerine diistiiglinde ise % 40 oraninda doymus
% 60 oraninda da doymamis yag asidi bulunmasina neden olmaktadir (Fozo vd. 2004,
Fozo ve Quivey 2004).

Oral Streptokoklarin tam bir elektron tagima zincirine sahip olmadigi ve oksidadif
fosforilasyon gergeklestiremedigi bilinse de NADH" oksidaz enzimleri ile oksijeni
metabolize edebildigi bilinmektedir (Marquis 1995). Gergeklestirilen arastirmalar,
oksijenin artmasiyla sonuglanan oksidatif stresi tolere edebilmek adina S. mutans’da
trikarboksilik asit dongiisiinii (TCA) kodlayan genler ile su ve peroksit olusturan
NADH?* oksidazlarin ifadesinin yukar regiile edildigi belirtilmektedir (Ahn vd. 2007).
Oksidatif strese diger bir yanit ise plazma zarindaki doymamis yag asitlerinin artmasi ve
sonrasinda da 18 ile 20 karbonlu zincirlere gecis yapilmasidir (Derr vd. 2012). Ayrica
Dpr olarak adlandirilan ve ferritin benzeri demir baglayicit proteinin de oksidatif

tolerans sagladig: belirtilmektedir (Conrads vd. 2014)

2.4.4 Yetersayi algilama (QS; Quorum Sensing) mekanizmasi

Yetersayr algilama, bakterilerin otoindiiktér olarak adlandirilan hormona benzer kiiclik

molekiilleri sentezleyerek, salgilayarak ve tespit ederek birbirleriyle iletisime gectigi,
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bunlar1 da hiicre yogunluguna gore gergeklestirdigi bir iletisim siirecidir (Waters ve
Bassler 2005). QS, karyojenik biyofilmlerde viriilans i¢in 6nemli bir diizenleyici olarak
kabul edilmektedir. Biyofilm olusumu ise sinyal aracili QS sistemine dayanmaktadir
(Chen vd. 2020).

Streptococcus mutans ve diger oral bakteriler, tiirler arasi iletisim i¢in en ¢ok kullanilan
otoindiikleyici-2 (Al-2) sentezine etki eden luxS genine sahiptir (Kolenbrander vd.
2002, Camilli ve Bassler 2006) Cesitli viriilans faktorlerinin yetersayr algilama
mekanizmasi ise yeterlilik uyarici peptid (CSP) ve iki bilesenli bir sinyal iletim sistemi
(TCSTS) tarafindan diizenlenmektedir. TCSTS zara bagli olan ve belirli bir diirtliyii
algilayan bir histidin kinaz (HK) sensor proteininden ve gen ifadesinin diizenlenmesi
yoluyla cesitli stres ve degisikliklere yanit verilmesini saglayan sitoplazmik yanit
diizenleyici (RR) proteinden olugmaktadir (Li vd. 2008). Buna bagli olarak ComAB ve
ComCDE genleri, fizyolojik aktiviteleri ve wvirillans ile iliskili 6zellikleri
diizenlemektedir. Bunlardan ComC geni CSP onciisiinii kodlarken, ComD HK sensor
proteinini, ComE ise bir RR proteini kodlamaktadir (Li vd. 2001). ComD geninin
aktivasyonu, otofosforilasyon ve ardindan da bu fosforil grubunun ComE proteinine
aktarilmasiyla biyofilm olusumunu, asit ve oksidatif stres toleransini diizenleyecek

hedef genleri aktive etmektedir (Li vd. 2002, Shanker ve Federle 2017).

2.5 Dental Plak (Biyofilm) Giderimi i¢in Kullamlan Yaklasimlar

Biyofilmler ile miicadele amaciyla; biyofilm olusturan hiicrelerin inhibe edilmesi,
bakterilerin ylizeye yapismalarinin, biyofilmin farklilasmasinin ve gelismesinin
engellenmesi ve biyofilm disorpsiyonun uyarilmasi gibi stratejiler onerilmektedir (Yang
vd. 2012, Scharnow vd. 2019). Dis yiizeylerinin patojenik mikroorganizmalardan
arindirilmas1 ve dental plak olusumunun inhibisyonu neticesinde mevcut plagin
giderilmesi agiz hastaliklarinin nlenmesi ve tedavisi i¢in umut vaat etmektedir. Ag1z
hastaliklarini 6nlemek tizere giinliik rutinimize eklenmesi gereken ve kisisel hijyen i¢in

olduk¢a 6nemli olan dis fircalama, agi1z ipi ve gargarasi gibi mekanik yontemler siklikla
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kullanilan yaklagimlar arasinda yer almaktadir. Bu firlinler igerisinde yer alan

antimikrobiyal kimyasal ajanlar ise ¢esitlilik sergilemektedir.

a) Florilir: Dogada bulunan ve kimyasal olarak da sentezlenebilen bir ajandir. Ayrica
deniz sularinda, i¢gme sularinda ve gidalarda da diisiik konsantrasyonlarda
bulunmaktadir. Floriirin  antikaryojenik etkisi bircok c¢aligmada kanitlanmig

oldugundan, agiz gargaralar1 ve dis macunlarina eklenmektedir.

b) Kloroheksidin: Yiiksek konsantrasyonlarda kullanildiginda bakterisidal, diisiik
konsantrasyonlarda kullanildiginda ise bakteriyostatik bir etkiye sahip olan
kloroheksidin, agiz driinlerinde antiseptik bir ajan olarak yaygm bir sekilde
kullanilmaktadir. Kloroheksidin; bakterinin lipopolisakkarit tabakasinda ve sitoplazmik
membraninda hasara neden olmakta ve sonucunda hiicre bilesenlerinin sizmasina
sebebiyet vererek antibakteriyel etki sergilemektedir (Siqueira vd. 2007). Ayrica dis
yiizeyinde pelikiil olusumuna engel olarak bakterilerin tutunmasini ve dolayisiyla da

plak olusumunu azalttig1 belirtilmektedir.

c) Triklosan: Genis bir antimikrobiyal aktivite yelpazesine sahip olan bu kimyasal ajan
bir¢ok dis macununun igerisinde bulunmaktadir. Yiiksek dozda bakterisidal etkiye sahip

olan triklosan bakterilerin hiicre duvar fonksiyonunu bozmaktadir (Tabak vd. 2007).

d) Kalsiyum Fosfat: Bakteriler tarafindan asit iiretimini ve bakterilerin metabolik
aktivitesini inhibe ederek, hem planktonik hem de biyofilm igerisindeki

mikroorganizmalarin canliligini azaltmaktadir (Cheng vd. 2012).
e) Setilpridinyum Kloriir: Biyofilm olusumunda Onemli bir role sahip olan Gtf
enzimlerini inhibe ederek biyofilm olusumunu engellemektedir. Dis macunlart ve agiz

gargaralarinin igerisine eklenmektedir (Krzysciak vd. 2014).

f) Gimis Partikiilleri: Genis bir bakteri, virlis ve mantar ¢esidine karsi oldiiriicii

aktiviteye sahip oldugu bilinen giimiis, hiicre zarmni parcalamakta ve hiicre ici
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organelleri tahrip etmektedir. Diisiik direnci ve antimikrobiyal aktivitesinden dolay1 oral

mikroorganizmalarla miicadelede 6nemli bir kKimyasal ajandir (Cheng vd. 2013).

Yukarida belirtilen ve kimyasal igerige sahip olan antimikrobiyal ajanlarin
konsantrasyonu ve maruziyet siireleri olduk¢a onemlidir. Ozellikle yiiksek dozda
alindiklar1 takdirde ©onemli yan etkiler olusturabilmektedirler. Ornegin, oral
mikrobiyotay1 olumsuz yonde etkileyerek disbiyozise neden olabilmekte, kusma, ishal,
mukozal deskuamasyon ve diste lekelenme gibi olumsuz sonuglara sebebiyet
verebilmektedirler (Sakaue vd. 2018, Cao vd. 2019). Bununla birlikte, sinirsel toksisite
basta olmak tizere sitotoksik etkilere neden olabilmekte ve S. mutans basta olmak tizere
karyojenik bakteriler de dirence yol acabilmektedirler. Ayrica biyofilme smirh
penetrasyon yetenekleri de etkinliklerini kisitlayabilmektedir (Liao vd. 2014, Hirzy vd.
2018). Bu nedenle, dis ¢iiriiklerini oOnleyici tedbirler olarak alternatif dogal

antimikrobiyal i¢eriklerin kullanilmasi dis bakimi i¢in umut vaat etmektedir.

2.6 Dis Ciiriiklerinin Onlenmesine Yénelik Kullanilan Dogal Antimikrobiyal
Bilesiklerdeki Son Gelismeler

Son yillarda kimyasal antibakteriyel ajanlara alternatif olarak kullanilan dogal igerikler
arasinda dogal bitkisel ekstraktlar, esansiyel yaglar, hiicre-hiicre sinyal inhibitorleri,
enzim bazli teknolojiler ve oral probiyotik organizmalar yer almaktadir. Propolis, siyah
cay, kakao ¢ekirdegi kabugu, yaban mersini, kurkumin ve kizilcik dis plagin1 gidermek
icin kullanilan dogal tiriinlerden bazilaridir (Jeon vd. 2011). Klinik deneyler, aralarinda
katekol, emetin, kinin ve flavonun da rapor edildigi ¢esitli dogal bilesiklerin dis
cuirikleri tedavisinde etkinligini kanitlamigtir (Chauhan vd. 2020). Karanfil
tomurcuklarindan elde edilen ugucu yaglarin bir bileseni olan eugenol ise, Ag /I
ifadesinin azaltarak S. mutans’in dis yiizeyine yapigmasini engellemis ve biyofilm
olusumunu inhibe etmistir (Adil vd. 2014). Camellia japonica ve Thuja orientalis
metanol ekstraktlarinin ise oral patojenlere karsi potansiyel anti-QS yeteneklerine sahip
oldugu belirlenmistir (Choi vd. 2017). Polifenol bakimindan zengin kizilcik 6zlerinin de
biyofilmlerin asidojenitesini ve metabolik aktivitesini énemli Ol¢lide azalttigi rapor

edilmistir (Philip vd. 2019).
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Etkili ve ekonomik tedavi amaciyla kullanilmak iizere bitkilerden izole edilen
fitokimyasallara yonelik g¢alismalar hiz kazansa da, donemsel ve bdlgesel farklilik
sergileyen karmasik igeriklere sahip olmalari, birgok bitki iiriiniiniin insan hiicreleri
tizerinde toksisite sergilemeleri, giivenli kullanimlari i¢in sitotoksisite testlerinin ve doz

kontrollerinin gelistirilmesi gerektigine dikkat ¢cekmektedir.

2.6.1 Mikrobiyal karyojenik biyofilm inhibitorleri: Probiyotikler

Nobel Odiilii sahibi Elie Metchnikoff (1845-1916) probiyotik kavrammi bilim
diinyasina ilk sunan kisi olmus ve fermente siit iriinlerinin faydali etkilerini
bagirsaktaki mikrobiyal dengede meydana getirdikleri degisikliklere baglamistir.
“Probiyotik™ terimi ise ilk kez, Lilli ve Stillwell tarafindan 1965°te antibiyotik yerine
kullanilmigtir (Lilly ve Stillwell 1965). Giliniimiizde “Probiyotik”ler farkli yollarla
viicuda alinan ve saglik iizerinde olumlu etkileri olan canli mikroorganizmalara verilen
genel bir isim olarak tanimlanmaktadir (Shah 2004). Probiyotik olarak kullanilan
mikroorganizmalarin ¢ogu bakteri tiirleri olmakla birlikte, cesitli maya tiirleri de
probiyotik olarak kullanilmaktadir. Lactobacillus spp. ve Bifidobacterium spp. ve
Saccharomyces spp. en ¢ok kullanilan probiyotikler arasinda yer almaktadir. Probiyotik
olarak kullanimi amaglanan mikroorganizmalar; insan kaynakli olma ve patojenik
olmama, toksik ozellikler sergilememe ve kolay kiiltiire edilebilme gibi temel
gereksinimlerini karsilamalidirlar. Probiyotiklerin konak tizerindeki etkileri ise hedefe
yonelik olarak degiskenlik sergilemektedir. Ornegin, bagirsak saghgm iyilestirmek
amactyla kullanimi hedeflenen probiyotik suslar taranirken; asit direnci, konak epitel
hiicrelerine yapisma ve patojenik mikroorganizmalarin in vitro antagonizmi arzu edilen
temel 6zellikler arasinda ilk siralarda yer almalidir (Dunne vd. 2001). Farkli probiyotik
bakterilerin biyolojik aktiviteleri, ayni tiir igindeki farkli suslarda bile farklilik
gostermektedir (Haukioja vd. 2006).

Probiyotiklerin saglik tizerinde birgok yararli etkileri bulunmaktadir (Zolkiewicz vd.
2020). Ozellikle konagi patojenlerden korumada yerlesik mikrobiyotanin 6neminin

anlasilmasi, probiyotik tedavisine olan ilginin artmasina neden olmustur. Son 15 yilda;
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ag1z mikrobiyotasi, biyofilm iligkili hastaliklarin basinda gelen dis ¢iiriikleri (Meurman
2005), periodontal hastaliklar ve agiz kokusu (Gupta 2011, Keller vd. 2012) tizerinde
probiyotiklerin etkinligine olan ilgi hizla artmaktadir. Probiyotik tirtinlerin ¢gogu agizdan
tiikketildigi icin, tiiketilen probiyotik bakterilerin agiz yiizeylerine de yapismasi miimkiin
olmaktadir (Haukioja vd. 2006). Bununla birlikte, agiz dogal mikrobiyotasinda bulunan
bakteriler de karyojenik tiirlerin biiyiimesini engelleyerek ve agiz ortaminin pH’sini
degistirerek de probiyotik etkiler sergileyebilmektedir (Giacaman 2018). Probiyotik
bakterilerin hem sistemik hem de lokal mekanizmalar yoluyla olumlu etkilere aracilik
ettigi diistiniilmektedir. Bu mekanizmalar, i) diger bakterilerle etkilesim; patojenleri
dislama veya inhibe etme yetenegi, ii) hem lokal hem de sistemik etkilerle sonuglanan
konakg¢1 bagisiklik tepkilerini modille etme ve iii) epitel bariyerinin islevini
etkileme/gelistirme olarak ozetlenmektedir (Servin 2004). Lokal etki, probiyotik
suslarin biyofilmdeki diger bakterilerle etkilesime girdiklerinde ve hidrojen peroksit,
bakteriyosinler ve organik asitler iireterek patojenlerin biiylimesini engellediklerinde
sergiledikleri etki olarak tanimlanmaktadir. Organik asitler, aside toleransli bakterilerin
biiylimesini destekleyen pH’y1 diisiirlirken, bakteriyosinlerin iiretimi diger patojenik
tirlerin biiyiimesini engelleyebilmektedir. Probiyotik suslarin, dis ylizeyi ve agiz
boslugunda bulunan mikroorganizmalar {izerinde Onerilen lokal etki mekanizmalari
Sekil 2.7°de gosterilmektedir (Reid vd. 2011). Sistematik etkilerin ise immiinolojik
yolaklar araciligiyla oldugu diistiniilmektedir. Her probiyotik sus, belirli bakteri ile
etkilesime giren lenfositler veya dendritik hiicreler tarafindan salgilanan benzersiz bir
sitokin profili ile iligkilidir (Minocha 2009). Mukozada artan IgA iiretimi soncunda
uyarilmis makrofaj aktivitesi ve fagositoz gibi immiinolojik etkiler gozlemlenmektedir.
Bu durum mukozada bakteriyel translokasyonu 6nleyebilmek adina 6nemli bir dirence
neden olmaktadir. Ancak farkli suslar farkli etkiler gosterdiginden, bir probiyotik
bakterinin etkilerinin genellestirilmemesi gerektigine dikkat etmek gerekmektedir
(Ezendam ve van Loveren 2006, Minocha 2009).
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Sekil 2.7 Probiyotik Laktobasillerin mikroorganizmalar iizerinde onerilen lokal etki
mekanizmalari (Reid vd. 2011)

Agiz ve dis saghgt agisindan en ¢ok kullanilan probiyotikler arasinda L. rhamnosus, L.
casei, L. reuteri, L. plantarum, L. brevis ve Bifidobacterium lactis gelmektedir.
Bunlarin karyojenik patojen sayisini azaltma, biyofilm olusunumu engellme veya plak
pH’sin1 kontrol etme kapasiteleri kanitlanmistir (Zaura ve Twetman 2019). Son yillarda,
L. rhamnosus, L. reuteri ve B. lactis tablet, pastil ve sakiz gibi dis bakim firiinlerine
dahil edilmis ve klinik deneylerde incelenmistir (Chen vd. 2020). Ciiriik 6nleyici etki
mekanizmalarinin basinda temel ihtiyaclar arasinda yer alan besin icin rekabet
gelmektedir (Piwat vd. 2019). Bununla birlikte bakteriyosin, organik asit ve hidrojen
peroksit gibi antibakteriyel faktorlerin iiretimi, karyojenik patojenlerin gelisimini
engellemektedir (Ramanujam vd. 2019). Nisin, pediosin ve reuterin gibi bakteriyosinler,
cesitli probiyotik suslar tarafindan tiretilen ve oral patojenlere karsi etkili oldugu bilinen
biyoaktif bilesikler olarak rapor edilmektedir (Villalobos-Delgado vd. 2019). Dis
clriigliniin 6nlenmesinde probiyotiklerin olumlu sonuglara ulagmasiyla ilgili son

bulgular ise Cizelge 2.1°de listelenmektedir.
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Cizelge 2.1 Biyofilm modeli kullanilarak incelenen probiyotikler ve karyojenik
mikroorganizmalara kars1 biyoaktiviteleri

Biyofilm . I
N Hedef . Biyoaktif Bilesik/
Probiyotikler Bakteriler MOd..e“Pm Etki Mekanizmasi Kaynak
Tiiri
. Dental plaktaki bakteri .
S. mutans Insan Piwat vd.
L. rhamnosus SD11 . topluluklarma
Lactobacilli ag1z boslugu 2019
entegrasyonu
S. mutans o Oral patojenlerin gii¢lii | Krzysciak
L. salivarius ) ) Ikili biyofilmler o
Candida albicans rakibi vd. 2017
M18 . soliisyonu 2013
L. casei ATCC 393 e
L. reuteri ATCC 23272 Ikili biyofilmler,
L. plantarum ATCC S. mutans S. mutans- Organik asit, hidrojen Wasfi vd.
14917 ATCC 25175 lactobacillus peroksit tiretimi 2018
L. salivarius ATCC spp. biyofilmleri
11741
L. casei Shirota, S T
L. casei LCO1, Streprococcus Coklu Oral mikrobiyotanin Lin vd.
L. plantarum ST-111 spp., biyofilmler degisimi 2017
L. paracasei LPC37 S. sanguinis
Dis yiizeyine yapisma
S. mutans, .
o Coklu ve dental plaktaki Nadelman
L. casei 01 S. parasanguinis, o .
o biyofilmler bakteriyel topluluklara | vd. 2019
S. salivarius
entegrasyon
FB-T9, S. mutans’in
Sican ag1z zamansal ve mekansal | Zhang vd.
L. plantarum FB-T9 S. mutans - .
boslugu nisleri i¢in giiclii bir 2020
rakiptir

Probiyotiklerin hastaliklar1 tedavi etme veya onlemedeki etkinligi yillardir devam eden
bir arastirma alanini olusturmaktadir. Ancak Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi ve ABD
Gida ve Ilag Dairesi gibi baslica tibbi diizenleyici otoriteler, herhangi bir probiyotik
formiilasyonu terapotik bir modalite olarak heniiz onaylamamistir. Dolayisiyla,
probiyotiklerin diyet takviyeleri olarak pazarlanmasi, saglhig: gelistirici etkilerinden ¢ok
genellikle giivenlik, hedef lokasyondaki canlilik ve herhangi bir gidaya ya da {iriine

eklenecekse organoleptik o6zellikleri lizerindeki etkilerine bagli olmaktadir (Suez vd.
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2019). Probiyotik mikroorganizmalar genellikle giivenli kabul edildiginden probiyotik
mikroorganizmalarin insan takviyesi olarak kullanimi da diizenleyici makamlar
tarafindan giivenli kabul edilmektedir. Bu giivenlik profili ise esas olarak,
probiyotiklerin gidalarda dogal olarak bulunmasina ve yiizyillardir geleneksel gidalarla
tilkketilmesine dayanmaktadir. Gilinlimiizde gerceklestirilen klinik ¢calismalar neticesinde
elde edilen giivenilirlik sonuglari ise halen tartismalidir. Probiyotiklerin saglikli
yetigskinlerde kullanimi giivenli olabilse de, kiiclik bebeklerde ve ¢ok diisilk dogum
agirlikli yenidoganlarda, yogun bakim tinitelerindeki kritik yetiskin ve bebek hastalarda,
kismen bakteriyemi ve fungemi nedeniyle ameliyat sonrasi hastanede yatan veya
bagisikligt baskilanmig hastalarda kullanimlar1 daha yiliksek enfeksiyon ve/veya
morbidite riski ile iligkilendirilmektedir (Suez vd. 2019). Probiyotik kullanim1 ile artan
enfeksiyon riski arasindaki bu iliski halen nedensel olarak dogrulanmay1 beklemektedir.
Bununla birlikte, probiyotikler konagin mikrobiyal topluluklarinin bilesimini
degistirebilmekte ve degisen mikrobiyotanin homeostazi ve disbiyozu, sirastyla sagliga
veya hastalia yol acabilmektedir Ancak yerlesik agiz mikrobiyotasina eksojen
probiyotik bakterilerin kolonize olmasi da olduk¢a zor olmaktadir. Bu nedenle, agiz
boslugunda probiyotik kolonizasyon sinirlamalari tistesinden gelinmesi gereken nemli
bir diger sorun olarak karsimiza c¢ikmaktadir (Chen vd. 2020). Ayrica halihazirda
mevcut probiyotikler icin yeterli regiilasyon mekanizmalariin heniiz yeterli olmamasi,
yeni nesil probiyotikler i¢in kullanilacak resmi bir diizenleyici onay siirecinin
gelistirilmesi gerekliliginin kritik 6nemini de vurgulamaktadir. Tiim bu ¢6ziilmeyi
bekleyen ve halen tartisma yaratan giincel sorunlarin iistesinden gelebilmek adina, canli
probiyotiklerin olumlu etkilerinde kilit rol oynayan probiyotik kaynakli post-biyotik

mediatorlerin (PM) kullanimina yonelik alternatif bir saha olugmaktadir.

2.6.2 Mikrobiyal karyojenik biyofilm inhibitorleri: Post-Biyotik Mediatorler

Geleneksel probiyotik, prebiyotik ve paraprobiyotik tanimlarina uymayan ve giincel bir
terim olarak karsimiza ¢ikan “Post-biyotik” kelimesi i¢in aragtirmacilar; canli olmayan
probiyotikler, inaktive edilmis probiyotikler, biyotik olmayanlar, hayalet probiyotikler
ve metabiyotikler gibi farkli terminolojiler Onermektedir. Bununla birlikte,

“paraprobiyotikler” (hayalet veya inaktif probiyotikler); Gida ve Tarmm Orgiitii/Diinya
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Saglik Orgiitii (FAO/WHO) tarafindan kiiciik degisikliklerle probiyotik tanimia benzer
sekilde “yeterli miktarlarda uygulandiginda, tiikketiciler lizerinde fayda saglayan inaktive
(canli olmayan) mikrobiyal hiicreler” olarak ifade edilmektedir. Son yillarda oldukga
yeni bir kavram olmasina ragmen post-biyotikler ise, “konakgida biyolojik aktiviteye
sahip mikroorganizmalar tarafindan iiretilen bakteriyel veya metabolik iiriinler” olarak
tanimlanmaktadir (Nataraj vd. 2020). Probiyotik olarak kabul edilen suslar tarafindan
tiretilen post-biyotiklerin tiiketiciler tizerinde siklikla benzer veya tamamlayict etkiler

sergiledikleri rapor edilmektedir (Aguilar-Toala vd. 2018).

Post-biyotik mediator (PM) kavrami, farkli biyolojik yolaklart etkileyerek mikrobiyota
tiyelerinin faydali etkilerine aracilik eden gesitli biyo-aktif metabolitler (mediatérlerin)
icin kullanilmaktadir. Ayni zamanda hiicre bagimsiz siipernatant, metabiyotik ve
biyojenik olarak da tanimlanan post-biyotik mediatorler; Tsilingiri ve Rescigno’ya
(2013) gore mikroorganizma tarafindan salinan veya mikroorganizmanin metabolik
aktivitesi yoluyla tiretilen, konak {izerinde dogrudan veya dolayli olarak yararl bir etki
sergileyen herhangi bir maddeyi veya sinerjistik etki saglayabilen birden ¢ok maddeyi
icerebilmektedir. Bu maddelerin konakg¢iya faydali etki saglayan ve probiyotik tanimini
karsilamayan tiim biyo-aktif bilesenleri igerebilecegi varsayilmaktadir (Sekil 2.8). Post-
biyotik mediatoler kisa zincirli yag asitlerini, enzimleri, peptidleri, teikoik asitleri,
peptidoglikan tiirevi muropeptidleri, endo ve eksopolisakkaritleri, hiicre yiizey
proteinlerini, vitaminleri, plazmolojonleri ve organik asitleri ihtiva edebilmektedir
(Konstantinov vd. 2013). Mikrobiyal bilesenler arasinda, peptidoglikanlar,
polisakkaritler, teikoik asitler ve hiicre ylizey proteinleri bulunmaktayken, ana
metabolitleri arasinda laktik asitler, proteinler, bakteriyosinler, enzimler ve organik

asitler yer almaktadir.

Post-biyotik mediatorlerin - konakg1r {izerinde antimikrobiyal, antiinflamatuvar,
antihipertansif, hipokolestrolemik, antioksidan ve immiinomodiilatér etkiler
sergiledikleri rapor edilmektedir (Sekil 2.9). Bu 6zellikler, mikrobiyota homeostazini ve
konak¢1 metabolik ve sinyal yolaklarini olumlu bir sekilde etkilemektedir (Marzec ve

Feleszko 2020).
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Sekil 2.8 Post-biyotik mediatorlerin ana gruplarimin gésterimi (Homayouni vd. 2020)
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Sekil 2.9 Post-biyotik mediatorlerin konaker iizerindeki etki mekanizmalart (MKPM;
Mikrobiyota kaynakli post-biyotik mediator) (Marzec ve Feleszko 2020)
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Kisa zincirli bir yag asidi olan biitiratin T hiicre faklilagmasini indiikledigi (Furusawa
vd. 2013), Bacillus coagulans bakterisinden elde edilen hiicre bagimsiz siipernatantin
antiinflamatuvar o6zellikler sergiledigi (Jensen vd. 2010), B. breve bakterisinden elde
edilen silipernatantin ise enterik hiicrelerin olgunlasmasini ve hayatta kalmasini
indiikledigi ve sonug¢ olarak IL-10 salgilanmasini arttirdigi, TNF-a sekresyonunu ise
inhibe ettigi belirtilmistir (Hoarau vd. 2008). Inflamasyon, karsinojenez ile ayrilmaz bir
sekilde baglantili oldugundan, inflamasyonu inhibe eden herhangi bir maddenin anti-
kanser potansiyeli de olabilmektedir. Kisa zincirli yag asitlerinden propiyonatin
(Propionibacterium freudenreichii tarafindan iiretilen) mide kanseri hiicrelerinde segici
olarak apoptozu indiikledigi ve epigenetik modifikasyonlar yoluyla onkogenlerin ve
baskilayic1 genlerin diizenlenmesini etkiledigi bildirilmistir (Cousin vd. 2012). Post-
biyotik mediatérler ayrica lipid metabolizmasinda rol oynayabilmekte ve
kardiyovaskiiler hastalik riskini de azaltabilmektedir. Propiyonatin kolesterol
oncillerinin yogunlagmasini engelleyebildigi ve statin benzeri etkilere yol actigi rapor
edilmistir (Bush ve Milligan 1971). Kefiranin inflamasyonun azaltmasi, makrofajlarda
kolesterol  birikiminin  6nlenmesi ve lipid konsantrasyonunun azalmasindan
kaynaklanabilecek antiaterojenik ozelliklere sahip oldugu belirtilmistir (Uchida vd.
2010). L. fermentum bakterisinden elde edilen PM’ler ise, hepG2 hepatik hiicrelerinde
otofajiyi tetiklemis ve L. fermentum otofaji indiiktif potansiyeli ile farmakolojik olarak
indiiklenen karaciger toksisitesinde koruyucu etkiler sergilemistir (Dinic vd. 2017).
Post-biyotik mediatorler; bagirsak bariyerini kapatarak, bazi patojenik bakterilerin
thtiyac duydugu reseptorlere rekabetci bir sekilde baglanarak, konake¢i genlerin
ekspresyonunu degistirerek veya yerel ortam1 modiile ederek dogrudan antimikrobiyal
etkilere de sahip olabilmektedir (Khodaii vd. 2017). Lactobacillus spp.’den elde edilen
PM’lerin S. mutans kolonizasyonunu engelleyen metabolitler icerdigi belirtilmistir
(Wasfi vd. 2018). Antimikrobiyal etkilerine ilaveten L. plantarum bakterisinden elde
edilen PM’nin igerdigi lipoteikoik asit ile S. mutans’in biyofilm olusumunu inhibe ettigi
kanitlanmistir (Ahn vd. 2018).

Bakteriyosinler, organik asitler, biyosiirfaktanlar gibi biyo-aktif bilesenleri igeren
PM’ler, biyofilmler iizerinde de potansiyel etkiler sergilemektedir (Moradi vd. 2019).

Bu bilesenlerin her biri, 6zel islevleri nedeniyle biyofilm olusumunda belirli bir asamay1
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etkileyebilmektedir (Sekil 2.10). Bes farkli asamadan meydana gelen biyofilm olusum
sirecinde herbir asamada meydana gelen etki diger asamalarn direk olarak
etkilemektedir. Biyofilmlerle basa ¢ikmak i¢in biyofilm olusumunun Onlenmesi ve
gelisen biyofilmin ortadan kaldirilmasi (eliminasyon) basta olmak iizere iki temel
strateji bulunmaktadir. Post-biyotik mediatdr olarak tanimlanan bakteriyosinler, organik
asitler, biyosiirfaktanlar gibi bilesenler ise kendilerine has 6zellikleri ile belirli asamalari
etkilemekte ve hem biyofilm olusumunun 6nlenmesi hem de gelisen biyofilmin ortadan

kaldirilmasina yonelik potansiyel etkiler sergilemektedirler (Moradi vd. 2020).

Postbiyotikler

Biyosiirfektan, bakteriyosin,

o Biyosiirfektan, enzim ve bakteriyosin
organik asit ve EPS : ’ Y

Onleme Eliminasyon
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Sekil 2.10 Biyofilm olusumunun bes agamasi

(1: birincil yapisma, 2: sik1 yapisma, 3: ilk gelisme, 4: olgunlagsma ve 5: dagilma) ve bireysel postbiyotik
meadiatoriin biyofilm olusumu iizerindeki 6nleme ve eliminasyon potansiyeli (Moradi vd. 2020)

Post-biyotik mediatdrlerin antimikrobiyal ve antibiyofilm etkileri belirli bir bilesenle

(bakteriyosin veya organik asitler gibi) sinirli degildir. Bir¢cok post-biyotik mediatdr,
antimikrobiyal ve antibiyofilm aktiviteden sorumlu olabilmekte, hatta sinerjistik olarak
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hareket edebilmektedir. Dolayisiyla PM olarak tanimlanan biyo-aktif bilesenlerin
sinerjistik etkileri nedeniyle kokteyl olarak kullanilmalari tavsiye edilmektedir
(Zotkiewicz vd. 2020). Bazi mekanizmalarin ve klinik faydalarin dogrudan canli
mikroorganizmalar ile iliskili olmadigr dikkate alindiginda; dogru dozlarda
uygulandiginda konak iizerindeki olumlu etkileri, giivenlik agisindan probiyotiklere
olan dustiinliikleri (antibiyotik direnci, toksin iiretimi, sepsis, canlilik gibi sorunlar
icermemeleri), farkli biyo-aktif bilesen igerikleriyle sinerjistik ve multi-fonksiyonel
ozellikleri, kolay ve ekonomik olarak elde edilebilmeleri PM’leri patojenlerle ve
biyofilmle miicadele basta olmak {iizere cesitli terapdtik stratejiler icin potansiyel bir

aday yapmaktadir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bakteri Kkiiltiirleri ve gelisim kosullari

Tez c¢alismas1 kapsaminda, dis ¢liriigli olusumu igin Onciil olarak kabul edilen ve
karyojenik bir patojen olarak tanimlanan Streptococcus mutans ATCC 25175 susu
kullanilmis ve BHI (Merck, Almanya) besiyerinde anaerobik kosullarda 37 °C’de
gelistirilmistir. Post-biyotik mediator ireticileri ise, Farmabiyotik Teknolojileri
Aragtirma Laboratuvart kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir. Ekibimizin daha
onceki galismalar1 kapsaminda izole edilen bu izolatlar (Cizelge 3.1), canli hiicrelerinin
S. mutans ATCC 25175 susuna kars1 yiiksek aktivite sergilemelerinden dolay1 tez

calismasi kapsamina dahil edilmislerdir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan izolatlarin kodlari, gelisim kosullar1 ve izolasyon

kaynaklari
No Kodu Gelisim kosullar: Izolasyon Kaynag
1. EIR/IF-1 37°C Yeni dogan bebek fekal mikrobiyotasi
MRS besiyeri
2. EIR/DG-1 37°C Yunus bagirsak mikrobiyotasi
MRS besiyeri
3. EIR/BG-2 37°C Bal aris1; Apis mellifera
MRS besiyeri bagirsak mikrobiyotasi

3.1.2 Besiyerleri, tampon ve ¢ozeltiler

Caligsma kapsaminda kullanilan besiyeri, tampon ve ¢ozeltilerin igerikleri Cizelge 3.2de
sunulmustur. Kati besiyeri hazirlamak icin siv1 ortama % 1.5 agar (Merck, Almanya),
yar1 kat1 besiyeri hazirlamak icinse % 0.75 agar ilave edilmistir. Besiyerleri, tampon,

¢oOzeltiler ve kullanacak tiim cam malzemeler 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril
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edilmistir. Sicakliga duyarli tiim malzemelerin sterilizasyonu ise 0.22 pm capa sahip

steril siringa ucu membran filtreler (Sarstedt, Almanya) kullanilarak gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.2 Caligsmada kullanilan besiyerleri, tampon ve ¢ozeltilerin igerikleri

Besiyeri/Cozelti/Tampon Icerik/L
MRS; De Man, Rogosa and Sharpe 10 g Pepton
(Merck, Almanya) 8 g Et ekstrakt1

4 g Maya ckstrakti

20 g Dekstroz

2 g Dipotasyum Siilfat
1 g Tween 80

2 g Diamonyum sitrat
5 g Sodyum asetat

0.2 Magnezyum siilfat
0.04 Mangan Siilfat
pH5.7+0.2

BHI; Brain Heart Infusion 27.5 g Beyin, kalp ekstrakti ve pepton

Merck. Alman Dekstroz
(Merck, anya) 5 g Sodyum kloriir

2.5 Disodyum fosfat
pH 7.4+0.2

TSB; Triptik Soy Broth 17 g Tripton

(Merck, Almanya) 3 g Soya peptonu
2.5 g Dekstroz

5 g Sodyum kloriir
2.5 g Dipotasyum hidrojen fosfat

pH7.3+0.2
PBS Tamponu; 8 g Sodyum kloriir )
Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi 0.2 g Potasyum kloriir

1.44 g Disodyum fosfat
0.24g Potasyum fosfat
pH7.4

(Merck, Almanya)

3.1.3 Bakteri kiltiirlerinin saklanmasi

S1v1 besiyerine % 1 oraninda inokiile edilen izolatlar, 37 °C’ye ayarlanmis inkiibatorde
(Niive, Tiirkiye) 24 saat kiiltiire edilmis ve ardindan 5.000 rpm’de 5 dakika santrifiij
(Niive, Tirkiye) islemine tabi tutulmustur. Santrifiij islemini takiben iist faz
uzaklastirllmig ve hiicreleri igeren pellet 1 mL steril serum fizyolojik su (SF; % 0.85
NaCl, Merck, Almanya) ile ytkanmustir. kinci bir santrifiij islemi ardindan hiicreler %
50 gliserol (Merck, Almanya) ¢ozeltisinde siispanse edilmis ve kriyoviallere aktarilarak

-80 °C’de saklanmustir (Todorov vd. 1999).
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3.2 Yontem

3.2.1 izolatlarin tanimlanmasi

Tez calismasi kapsaminda kullanilan izolatlarin 6n tanimlamasi, hiicre ylizey protein
profillerinin esas alindigit MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization-
Time of Flight) analizi ile gerceklestirilmistir. Oncelikli olarak izolatlarm aktif
kiiltiirleri MRS kat1 besiyeri yiizeyine ¢izgi ekim yontemi ile ekilmis ve 37 °C’de 24
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben olusan koloniler MALDI plakas: iizerine
alinarak matriks soliisyonu ile siispanse edilmis ve kurumaya birakilmistir. MS analizi,
Autoflex MALDI-TOF kiitle spektrometresi (Bruker Daltonics, Almanya) ile
gerceklestirilmistir. MS spektrumlart otomatik olarak saptanmis ve mikrobiyal
tanimlama igin standart veri tabani igeren Flex Control 3.4 yazilimi1 (Bruker Daltonics,
Almanya) kullanilarak analiz edilmistir. Analiz sonucunda 2.000’den biiyiik elde edilen
skorlar tiir diizeyinde tanimlamayi, 1.700-1.999 arasinda elde edilen skorlar cins
diizeyinde tanimlamayi, 1.700’den kii¢iik elde edilen skorlar ise giivenilir bir tanimlama

olmadigin1 gostermistir (Lee vd. 2015).

On tamimlamalari MALDI-TOF ile gergeklestirilen izolatlarin kesin tanimlamalar1 ise
16S rRNA dizi analizi kullanilarak gerceklestirilmistir. Oncelikli olarak aktif kiiltiirlerin
genomik DNA’lari ticari genomik DNA izolasyon kiti (Promega, A.B.D., EK-1a)
kullanilarak ve iireticinin &nerdigi protokol takip edilerek gerceklestirilmistir Izole
edilen DNA’nin saflik ve miktar (ng/uL) tayini  260mm, 280mm, 260nm/280nm’de
gerceklestirilen spektrofotometrik okumalar (NANODROP, Thermo Fisher Scientific)
neticesinde belirlenmistir (Sambrook ve Russell 2001). DNA izolasyonunu takiben 16S
rRNA gen bolgesinin ¢ogaltilmast amaciyla Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) islemi
gergeklestirilmigtir. 16S rRNA gen bolgesini ¢ogaltmak amaciyla Gram-pozitif ve
benzer bakterileri hedef alan evrensel primerler (27F: 5° AGA GTT TGA TCC TGG
CTC AG 3’ ve 1492R: 5 TAC CTT GTT ACG ACT T 3’) kullanilmisgtir. 25 pl’lik
toplam reaksiyon hacmi igin sirastyla; 2.5 pL. 10xtampon, 1.5 pLL MgCl2 (25 mM), 0.5
pL 10 mM deoksiniikleotidtrifosfat karisimi, 0.125 pL 50 {inite Taq DNA polimeraz
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enzimi ve 100 ng kalip DNA eklenmistir. PZR islemi, “Applied Biosystems/Veriti™
96-Well Thermal Cycler” cihazinda baslangi¢ denatiirasyonu 95 °C’de 30 saniye, 95
°C’de 20 saniye denatiirasyon, 56 °C’de 20 saniye primer baglanmasi ve 68 °C’de 1
dakika 15 saniye uzama basamaklarindan olusan toplam 30 dongiide gergeklestirilmistir
(Edwards vd. 1989, Osborne vd. 2005). Elde edilen PZR iriinii Tris-Asetat-EDTA
tamponu ile hazirlanan % 1.5 agaroz (Sigma, Almanya) igeren jelde analiz edilmis ve
sonuglar jel goriintiileme cihazi (BioRad, A.B.D.) kullanilarak goriintiilenmistir. Kit
kullanim1 (Roche, A.B.D., EK-1b) neticesinde jelden saflastirilan 1462 bg¢’lik 16S
rRNA gen bolgesinin dizi analizi ise BM LAB (Tiirkiye) tarafindan hizmet alimi olarak
gerceklestirilmistir. ABI formatinda elde edilen dizi bilgileri FinchTV yazilimi ile
analiz edilmis ve hangi mikroorganizma dizisi ile benzerlik gosterdigi BLAST (Basic
Local Alingment Search Tool) programi kullanilarak NCBI’da (National Center for
Biotechnology Information) bilinen diger dizilerin bulundugu veritabanlariyla

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) karsilastirilmasi sonucunda belirlenmistir.

3.2.2 Mikrobiyota kaynakh post-biyotik mediatorlerin eldesi

Canli hiicrelerinin hedef patojen iizerinde yiiksek antimikrobiyal aktivite sergiledigi
bilinen mikrobiyota kaynakli ii¢ izolata ait PM’lerin ekstraksiyonu amaciyla, tiim
izolatlar % 1 oraninda MRS sivi besiyerine inokiile edilmis ve 37 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmigtir. 24 saat inkiibasyon sonrasinda 8.500 rpm’de 20 dakika
santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Santrifiij sonrasinda PM’leri igeren iist faz
(siipernatant) alinmig ve hiicrelerinden arindirilmak tizere 0.22 um ¢apli steril membran
filtreden (Sarstedt, Almanya) gecirilmistir (Mohammedsaeed vd. 2014). Bir gece -20
°C’de, ardindan -86 °C’de dondurulan PM’leri igeren ist faz 24 saat boyunca
liyofilizasyon islemine (donma kosullar1 -20 °C, vakum basimci: 0.120 mB-kondansor
sicakligi -58 °C; Christ freeze dryer, Almanya) tabi tutularak toz formda elde edilmistir.
Ana stok konsantrasyonu 500 mg/mL olacak sekilde steril distile su ile sulandirilan
PM’ler, 0.22 um ¢apli membran filtreden gegirilerek sterilize edilmis ve daha sonraki
asamalarda kullanilmak iizere -20 °C’de saklanmistir. Tiim bu asamalar Sekil 3.1°de

Ozetlenmistir.
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Sekil 3.1 Toz formda PM eldesinin agsamalari

1. Saf kiilttirlerin 100 mL sivi MRS besiyerine % 1 oraninda inokiilasyonu, 2. 37°C’de 24 saat
inkiibasyon, 3. Aktif kiiltiiriin eldesi, 4. 8.500 rpm’de 20 dakika santrifiij, 5. Pelletin ve PM igerikli iist
fazin eldesi, 6. PM igerikli iist fazin hiicrelerinden arindirilmak iizere 0.22 um gozenek g¢apina sahip
membran filtreden gegirilmesi, 7. Liyofilizasyon islemi [vakum basimci: 0.120 mB-kondansor sicakligr -
58°C (Christ freeze dryer, Almanya], 8. PM igerikli toz preperatin eldesi.

3.2.3 Antibakteriyel aktivitenin belirlenmesi

3.2.3.1 Kuyu-difiizyon yontemi ile inhibisyonun tespiti

Dental plak (biyofilm) olusumunda 6nemli bir role sahip olan S. mutans ATCC 25175
patojenine karsi canli hiicrelerinin antibakteriyel aktivite sergiledigi daha oOnceki
caligmalarda belirlenen {i¢ izolatin, tiretmis olduklar1 PM’lerinin de aktivite sergileyip
sergilemediklerini  belirlemek amaciyla Kkuyu-difizyon yontemi kullanilmistir.
Anaerobik kosullarda, BHI s1vi besiyerinde 37 °C 24 saat gelistirilen S. mutans ATCC
25175 susu 10 mL yart katt BHI besiyerine inokiile edilmis (0.5 McFarland
bulanikliginda olacak sekilde; 10® kob/mL) ve ardindan kati BHI besiyeri iizerine

dokiilmistiir. Agar iceriginden dolay:r kati besiyeri ylizeyinde donan besiyeri iizerinde
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kuyular agilmis ve agilan kuyulara 100 uL. PM eklenmistir (100 mg/mL). Bu asamada
antibakteriyel etkinin dogasi hakkinda 6n bilgi elde edinebilmek amaciyla; 1 mg/mL
olacak sekilde 4 mM fosfat tamponunda proteinaz K enzimi (Sigma, Almanya) ile 37
°C’de 3 saat muamele edilen PM’ler ile 6 M NaOH (Merck, Almanya) ile pH 6.5-7.0’a
getirilen notralize PM’ler de calismaya dahil edilmistir (Todorov ve Dicks 2005).
Ekimleri gerceklestirilen petriler anaerobik kosullarda 37 °C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda meydana gelen inhibisyon zonlart mm olarak

Ol¢tilmiistiir (Savadogo vd. 2004).

3.2.3.2 Minimum inhibisyon konsantrasyonunun (MIiK) belirlenmesi

Izolatlar tarafindan iiretilen PM’lerin S. mutans ATCC 25175 susuna karsi MIK
degerleri, Klinik ve Laboratuvar Standartlari Enstitiisii kilavuzu (CLSI 2008) esas
alinarak 96 kuyucuklu mikrotitre plakalarda (LP, Italiana) gerceklestirilmistir. Oncelikli
olarak, farkli son konsantrasyonlarda hazirlanan PM’ler (0-50 mg/mL) mikroplaka
kuyularina aktarilmistir. Ardindan, kiiltiir yogunlugu 0.5 McFarland’a gore ayarlanmis
S. mutans ATCC 25175 susu 50 upl/kuyu olacak sekilde mikroplaka kuyularina
eklenmistir. Son hacim BHI besiyeri ile 200 pL’ye tamamlanmistir. Sadece bakteri
iceren ancak PM icermeyen kuyular pozitif kontrol, sadece BHI besiyerini igeren
kuyular ise negatif kontrol olarak kullanilmistir. Anaerobik kosullarda 37 °C’de 24 saat
inkiibasyonu takiben mikrotitre plaka kuyularindaki bakteri gelisimi, mikroplaka
okuyucuda (Multiscan Ascent, Labsystems) 600,m dalga boyunda gergeklestirilen optik
okumalar referans alinarak degerlendirilmistir. Uremenin olmadig1 en diisiik doz, MiK
(MIK-100) dozu olarak belirlenmistir. Deneylerde kullanilacak diger MIK oranlar1 ise
bu degere gore hesaplanmistir (Hassan vd. 2011).

3.2.3.3 Minimum bakteriyosidal konsantrasyonun (MBK) belirlenmesi
Boliim 3.2.3.2°de gergeklestirilen ¢alismayi takiben her kuyudan 100 pL alinmis ve 900

uL steril SF igerisine aktarilarak 10®’e kadar diliisyon islemi gergeklestirilmistir.

Diliisyon islemini takiben her bir diliisyon tiipiinden BHI agar yiizeyine 10 uL
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damlatilarak (damla plak ekim ydntemi) mikrobiyolojik ekimler gerceklestirilmistir.
Ardindan petriler 37 °C’de 48 saat anaerobik kosullarin saglandig jar igerisinde inkiibe
edilmis ve gelisen koloniler sayilarak log kob/mL olarak hesaplanmistir. Sayimlar
sonucu kontrole kiyasla 3 log diisiis (% 99.9 log azalma) saglayan dozlar ise MBK
olarak belirlenmistir (Schwalbe vd. 2007).

3.2.4 Antibiyofilm aktivitenin belirlenmesi

3.2.4.1 Streptococcus mutans’in biyofilm iiretim kosullarinin optimizasyonu

Bu asamada oncelikli olarak; tez ¢alismasi kapsaminda hedef patojen olarak secilen S.
mutans ATCC 25175 susu icin ideal biyofilm {iretim kosullarinin belirlenmesi
hedeflenmistir. Bu amagla, hedef patojen polistiren ve U tabanli 96 kuyucuklu
mikrotitre plakalarda farkli kosullarda [BHI/TSB besiyeri, aerobik/anaerobik ortam,
30/37 °C inkiibasyon sicakligi, 24/48 saat inkiibasyon siiresi] ayr1 ayr1 gelistirilmistir.
Belirtilen kosullar1 takiben biyofilm iiretimleri kristal viyole boyama esasina gore
kolorimetrik olarak belirlenmistir (Stepanovic vd. 2000, Vestby vd. 2009). Bu yonteme
gore; inkiibasyon siirelerinin bitiminde kuyular aspire edilmis ve planktonik formdaki
hiicrelerin uzaklastirilmast icin lic kez steril SF ile yikanmistir. Yikama igleminden
sonra mikrotitre plakalar oda kosullarinda kurumaya birakilmis ve sonrasinda kuyulara
150°ser uL % 95°lik metanol (Merck, Almanya) transfer edilerek fiksasyon iglemi
gerceklestirilmistir. Bu asamay1 takiben bosaltilan kuyulara 200’er pL. % 0.1°lik kristal
viyole ¢ozeltisi (Merck, Almanya) transfer edilmis ve oda kosullarinda 30 dakikalik
inkiibasyon siiresini takiben kuyular steril distile su ile yikanarak tutunmayan boya
uzaklagtinlmistir. Plakalar kurutulduktan sonra, son asamada kuyulara % 33’liik
glasiyel asetik (Merck, Almanya) cozeltisi eklenmis ve kuyu ¢eperlerindeki biyofilm
yapilarma tutunmus boya ¢6ziindiiriilmiistiir. Cozilinen boya kristal viyole renginin optik
yogunlugu 595mm dalga boyunda gerceklestirilen okumalar neticesinde belirlenmistir

(Multiscan Ascent, Labsystems).
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Elde edilen veriler neticesinde S. mutans ATCC 25175 susunun giiglii biyofilm iiretimi
sergiledigi ideal inkiibasyon kosullart (ortam, besiyeri, inkiibasyon siiresi ve sicakligi)

netlestirilmis ve tez calismasinin ilerleyen asamalarina dahil edilmistir.

3.2.4.2 PM’lerin antibiyofilm etkisinin mikrotitre plakalar iizerinde belirlenmesi

izolatlar tarafindan iiretilen PM’lerin S. mutans ATCC 25175 susunun biyofilm {iretimi
tizerine etkinlikleri, polistiren ve U tabanli 96 kuyucuklu mikrotitre plakalari
kullanilarak {i¢ farkli yaklasimla degerlendirilmistir: i) Birlikte inkiibasyon ii)
eradikasyon ve iii) 6n muamele testi (Onbas vd. 2019). Tiim deneyler, 6nceki bolimde
S. mutans ATCC 25175 susu icin belirlenen en uygun ortam ve optimize edilmis kiltiir

kosullar1 kullanilarak gerceklestirilmigtir

Birlikte inkiibasyon: Daha once belirlenen MIK dozlar1 esas almarak cesitli
konsantrasyonda hazirlanan PM’ler (MIK 100, 75, 50, 25, 10, 1) polistren ve U tabanli
96 kuyucuklu mikrotitre plakalara eklenmistir. Ardindan herbir kuyuya 0.5 McFarland
bulanikliginda olacak sekilde S. mutans ATCC 25175 susu inokiile edilmistir. Negatif
kontrol olarak sadece besiyeri igeren kuyular, pozitif kontrol olarak ise S. mutans ATCC
25175 susunu igeren kuyular kullanilmigtir. Mikrotitre plakalar, S. mutans ATCC 25175
susu i¢in belirlenen gii¢lii biyofilm kosullarinda inkiibe edilmis ve biyofilm {iretimi
boliim 3.2.4.1°de bahsedilen kristal viyole boyama esasina gore belirlenmistir. Kontrol
gruplarindan elde edilen OD degerlerine gére biyofilm tiretim miktarlarindaki azalmalar
[(C-B)-(T-B)J/[(C-B)]x100 formiilii kullanilarak degerlendirilmistir (C: sadece S.
mutans ATCC 25175 susunu iceren kuyular; B: sadece besiyeri iceren kuyular; T: S.
mutans ATCC 25175 susunu ve belirli konsantrasyonda PM’leri i¢eren kuyular). Bu
formiil kullanilarak farkli MIK konsantrasyonlarindaki PM’lerin antibiyofilm etkileri,
pozitif kontrol (sadece patojen igeren kuyulardan gelen absorbans degerleri) gruplari ile

kiyaslanarak yiizde cinsinden hesaplanmistir.

Eradikasyon (olusan biyofilmin ortadan kaldirilmasi): Eradikasyon asamasinda

oncelikli olarak 0.5 McFarland bulanikligina ayarlanmis S. mutans ATCC 25175 susu
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polistren ve U tabanli 96 kuyucuklu mikrotitre plakalarina inokiile edilmis ve biyofilm
olusturmasi saglanmistir. ideal kosullarda inkiibasyon sonrasinda kuyular aspire edilmis
ve planktonik fazdaki hiicrelerin uzaklastirilmas: i¢in iki kez SF ile yikama
gerceklestirilmistir.  Ardindan son hacmi MIK 100, 75, 50, 25, 10, 1
konsantrasyonlarinda olacak sekilde kuyulara PM’ler eklenmis ve 24 saat oda
sicakliginda inkiibasyon gerceklestirilmistir. Negatif kontrol olarak sadece besiyeri
iceren kuyular, pozitif kontrol olarak ise sadece S. mutans ATCC 25175 susunu iceren
kuyular kullanilmustir. Inkiibasyon sonrasina eradikasyon yiizdesi ve giderimi boliim
3.2.4.1°de bahsedilen kristal viyole boyama esasina ve matematiksel hesaplamalara gore

belirlenmistir.

On muamele: Bu asamada oOncelikli olarak, MIK 100, 75, 50, 25, 10, 1
konsantrasyonlarindaki PM’ler polistren ve U tabanli 96 kuyucuklu mikrotitre
plakalarma eklenmistir. Plakalar oda sicakliginda 24 saat inkiibe edildikten sonra
kuyular aspire dilmis ve 0.5 McFarland bulanikligina ayarlanmis S. mutans ATCC
25175 susu eklenmistir. Negatif kontrol olarak sadece besiyeri igeren kuyular, pozitif
kontrol olarak ise S. mutans ATCC 25175 susunu igeren kuyular kullanilmistir.
Mikrotitre plakalar S. mutans ATCC 25175 susu i¢in belirlenen gii¢lii biyofilm
kosullarinda inkiibe edilmis ve biyofilm iiretimi boliim 3.2.4.1°de bahsedilen kristal
viyole boyama esasina ve giderimi ise yukarida belirtilen matematiksel hesaplamalara

gore belirlenmistir.

3.2.4.3 PM’lerin antibiyofilm etkisinin dis yiizeylerinde belirlenmesi

Dis kliniklerine bagvuran 18-25 yas araligindaki saglikli bireylerden cekilen disler
(molar/pre-molar) onam formu imzalatilarak temin edilmis ve ¢alisgmanin bu
asamasindan ex-vivo model olusturmak amaciyla kullamilmistir. Etik kurul izni ise
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan almmistir
(N0:2019-14; 24.07.2019). Aseptik kosullarda laboratuvara getirilen disler SF

kullanilarak yikanmuis, firgalanmis ve otoklavda steril edilmistir.
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Bolim 3.2.4.2 kapsaminda kullanilan yaklagimlar arasinda en iyi giderim saglayan
yontem ve en iyi antibiyofilm etki sergileyen MIK dozlar1 S. mutans ATCC 25175
susunun dis yiizeyinde biyofilm olusturma yetenegine karsit kullanilmistir. Biyofilm
giderimi ise benzer sekilde kristal viyole boyama islemi neticesinde gozlemsel olarak

degerlendirilmistir.

3.2.4.4 SEM (Taramah Elektron Milkrsokop) analizleri

Bolim 3.2.4.2 kapsaminda kullanilan yaklagimlar arasinda en iyi giderim saglayan
yontem ve en iyi antibiyofilm etki sergileyen MIK dozlarinimn etkinlikleri SEM analizi
ile de gorsellestirilmistir. Bu kapsamda tiim analizler 24 kuyucuklu plakalara
yerlestirilen ve 121 °C’de 15 dakika olacak sekilde otoklavda steril edilen cam yiizeyler
(coverslip) iizerinde gerceklestirilmistir. Ideal olarak segilen yaklasimim uygulanmasini
takiben, kuyular aspire edilmis ve her bir coverslip 1 mL steril PBS (1X) ile nazikge
yikandiktan sonra temiz kuyulara aktarilmistir. % 2.5 glutaraldehit (Merck, Almanya)
cozeltisinde 1 saat bekletilerek fikse edilen yiizeyler, PBS ile 3 kez yikama iglemini
takiben seri etanol konsantrasyonlariyla (% 30, 50,70, 80, 90, 100) dehidrasyon islemine
tabi tutulmustur (Onbas vd. 2019). Havada kurutulan cam yiizeyler altinla kaplanmis
(Gatan 682PECS) ve biyofilm yapisi Ankara Universitesi Kok Hiicre Enstitiisii
blinyesinde bulunan Taramali Elektron Mikroskobu (ZEISS, EVO 40) kullanilarak
incelenmistir (Sekil 3.2).

3.2.4.5 Lazer Taramah Konfokal Mikroskop analizleri

Bolim 3.2.4.2 kapsaminda kullanilan yaklagimlar arasinda en iyi giderim saglayan
yontem ve en iyi antibiyofilm etki sergileyen MIK dozlarinin etkinlikleri Lazer
Taramali Konfokal Mikroskobunda da analiz edilmistir. Ideal olarak segilen yaklasimin
cam yiizeyler (coverslip) lizerinde uygulamasini takiben, kuyular aspire edilmis ve her
bir coverslip 1 mL steril PBS (1X) ile nazik¢e yikandiktan sonra temiz kuyulara
aktarilmistir. Yiizeyler gorilintiilemeden hemen Once canli/6lii bakteri boyama kiti

(Live/dead staining kit, Baclight, Invitrogen) kullanilarak boyanmustir. Boyanin ikili
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bilesenlerinden 5 uM SYTO 9 ve 15 uM propidyum iodid (PI) boyalar1 1:1 olacak
sekilde hazirlanmig ve PBS kullanilarak 1:1000 oraninda seyreltilmistir. Hazirlanan
boyalar ile karanlik bir ortamda 37 °C’de 10 dakika muamele edilen yiizeyler iki kez
distile su ile yrtkanmis ve Ankara Universitesi Kok Hiicre Enstitiisii biinyesinde bulunan
Lazer Taramali Konfokal Mikroskopta (Plan-Neofluar 40X/1.3 DIC objective; Carl
Zeiss, Sekil 3.3) analiz edilmistir. Bu asamada; PM’lerin S. mutans ATCC 25175
susunun insan disi yiizeyinde olusturdugu biyofilme karsi olan etkileri de benzer
boyama yontemi kullanilarak Lazer Taramali Konfokal Mikroskobunda

goriintiilenmistir.

Sekil 3.2 Kaplama islemi (a) ve Taramali Elektron Mikroskobu, SEM (b) genel
gorlntiileri
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Sekil 3.3 Lazer Taramali Konfokal Mikroskop genel goriintiisii

Hem cam yiizeylerde hem de dis yiizeyinde olusan biyofilm yapisinin 3 boyutlu
projeksiyonlarini olusturmak i¢in Carl Zeiss Zen 3.3 (Blue version) yazilimi
kullanilmustir. Yayilan floresan, iki florokromu ayirt etmek amaciyla BP 488/543 nm ve
LP 585 nm’de kaydedilmistir. Her biyofilm numunesi i¢in alanlarin yatay diizlem
goriintlilerinin iki (yalnizca x ve y: 230.34 m) ve ii¢ (x: 230.34 m, y: 23034 m ve z: 1
m) boyutlu yiginlar1 elde edilmistir. Dis yiizeylerinin topografik yapist nedeniyle
mikroskobik inceleme ancak 10X biiyiitmede yapilabilmistir.

3.2.5 Quorum sensing (yetersayr algilama)-iliskili gen ifadelerinin kantitatif Real
Time-PZR ile belirlenmesi

Bolim 3.2.4.2 kapsaminda kullanilan yaklagimlar arasinda en iyi giderim saglayan
yontem ve en iyi antibiyofilm etki sergileyen MIK dozlarmin QS-iliskili gen ifadeleri
iizerindeki etkisi kantitatif Real Time-PZR kullanilarak belirlenmistir. ideal yaklagim 15
mL’lik falkon tiiplerinde toplam hacim 5 mL olacak sekilde hazirlanmis ve
inkiibasyonun ardindan 4 °C’de 6.000 rpm’de 15 dakika santrifiij islemini takiben elde
edilen hiicreler RNA izolasyonuna tabi tutulmustur. Negatif kontrol olarak sadece
besiyeri i¢eren Ornekler kullanilirken pozitif kontrol olarak besiyeri ve S. mutans ATCC

25175 susunu igeren Ornekler kullanilmigtir. Santrifiij islemi sonrasinda elde edilen
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hiicreler tizerine 1 mL pureZOL™ RNA izolasyon soliisyonu (fenol ve guanidinyum
tiyosiyanatin mono-fazik ¢ozeltisi; Bio-Rad, A.B.D.) eklenmis ve homojenizasyonun
ardindan 0.2 mL kloroform ilave edilmistir. Hafifce sallayarak homojenize edilen
ornekler 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Ardindan 4 °C’de 12.000 xg’de 15
dakika santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Santrifiij islemi neticesinde en dipte koyu
renkli faz (organik ¢okelti), ortada beyaz renkli faz (DNA fazi) ve en {istte berrak sivi
faz (RNA fazi) olmak iizere li¢ farkh faz gézlemlenmistir. En iistteki seffaf faz diger
fazlarla karistirlmadan RNAaz igermeyen steril yeni bir tiipe aktarilmistir. Uzerine 0.5
mL izopropil alkol eklenmis ve hafifce karistirilarak oda sicakliginda 5 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda 4 °C’de 12.000 xg’de 15 dakika olarak gerceklestirilen
santriflij islemi neticesinde elde edilen RNA pelleti, % 75°lik etanolde hafif pipetleme
yapilarak yikanmigtir. Ardindan 4 °C’de 7.000 xg’de 5 dakika siiresince santrifiij
edilmis ve elde edilen son RNA pelleti ddH>O’da ¢6ziinmiistiir. Saflik ve miktar
(ng/uL) tayini spektrofotometrik okumalar (NANODROP, Thermo Fisher Scientific)
neticesinde belirlenen RNA’lar kalip olarak kullanilmis ve komplementer DNA (cCDNA)
sentezi ticari olarak temin edilen kit (iScript™ cDNA Sentez Kiti, Bio-Rad, A.B.D.,
EK-1c) kullanim1 neticesinde Cizelge 3.3’de belirtilen bilesenler ve 25 °C’de 5 dakika,
46 °C’de 20 dakika ve 95 °C’de 1 dakika olmak iizere ii¢ asamali kosullar kullanilarak
gerceklestirilmistir (Applied Biosystem, A.B.D.) gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.3 cDNA sentezi i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlar

Bilesenler Reksiyon basmna kullanilan toplam hacim
(uL)

5x iScript Reaksiyon Karisimi 4

iIScript Ters Traskriptaz 1

Niikleaz icermeyen saf su Degisken

RNA Degisken

Toplam hacim 20

Reaksiyon sonucu elde edilen cDNA; SYBR Green (iTag™ Universal SYBR® Green
supermix kit Bio-Rad, A.B.D.) ve Cizelge 3.4’de belirtilen primerler (comA, comX ve
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gtfC genlerini hedef alan) kullanilarak kantitatif Real Time-PZR islemine tabi
tutulmustur (Bio-Rad CFX96, A.B.D.). Reaksiyona her 1 pL ¢cDNA ig¢in, 3 pL SYBR
Green reaktifi, 5 pL niikleaz igermeyen saf su ve 0.5 pL ileri ve geri primerler
eklenmistir. Hedef genlerin ifade miktarlar1 kontrol gen grubu olarak (housekeeping
geni) secilen16S rRNA gen ifade seviyesine gore normalize edilmis ve esik sayist (Ct)

2-AACt

olarak ifade edilmistir. Her gen ifadesinin kat degisimi, yontemine gore

belirlenmistir.

Cizelge 3.4 Caligmada kullanilan genler ve primerlerin dizileri
(NCBI Primer Blast veritabani kullanilarak tasarlanmiglardir)

Gen Primer Dizileri (5'-3")
isimleri Kategori ileri Geri
Karbohidrat
gth mekanizmasi- GCCAAGTATGGGGGAGCTTT CATCGGAACCCCTGTGGAAA
glukoziltransferaz-C
comA QS-ABC tastyicist ACGAGCCTAACAAGGGGATT CCCTGAGGCATTTGTTCAAT
QS-RNA polimerazin
comX alternatif sigma alt CTGTTTGTCAAGTGGCGGTA GCATACTTTGCCTTCCCAAA
birimi
I’Ij?-?\ls A Housekeeping CCTACGGGAGGCAGCAGTAG CAACAGAGCTTTACGATCCGAAA

3.2.6 PM’lerin metabolit iceriginin belirlenmesi

3.2.6.1 Organik asit icerik analizi

Organik asit analizi, UV Dedektorlii Yiiksek Basingli Sivi Kromatografi cihazinda
(HPLC, High Performance Liquid Chromatography, Shimadzu Prominence Series
HPLC-20A, Japonya) 210nm’de yapilan 6lgiimler neticesinde gergeklestirilmistir (Sekil
3.4). Mobil faz olarak 0.08 N H2SOs4, sabit faz (kolon) olarak ise Transgenomic (Merck-
Concise) marka 87H-3 iyon degistirme reginesi 6zelliginde 250 mm x 4.6 mm x 5 pm
kolon kullanilmistir. Analiz kapsaminda kullanilan diger tim kosullar Sekil 3.5°de
sunulmustur. Numuneler 0.22 um ¢apina sahip filtrelerden gegirilmis, 20 pL enjeksiyon
hacminde cihaza yiiklenmis ve standart karisimi (okzalik, sitrik, tartarik, maleik, malik,

siiksinik, laktik, formik, asetik, biitirik asit) ile karsilastirmal1 olarak analiz edilmistir.
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Sekil 3.4 Organik asit analizinde kullanilan UV Dedektorlii HPLC cihazi

Configured Pumps
@Flow (O Pressure PumpA:  LC-20AD

Pump A Flow: mL fmin Pump B:

Pump C:
Pump D:
Pressure Limits (Pump A)

Maximum: bar
Minimum: [0 [par

Model: CTO-20A

| Column Oven
Oven Temperature: 35 C Temperature Limt(Maximnum): | 90 C
Ready Check: I on | MM“) |

Sekil 3.5 Organik asit analizi amaciyla UV Dedektorliit HPLC’de kullanilan kosullar
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3.2.6.2 Yag asiti icerik analizi

Yag asiti analizi, Gaz Kromatografi-Kiitle Spektroskopisi (GC-MS, Gas
Chromatography-Mass Spectrometry, Shimadzu GC-MS QP2020, Japonya) cihazi
kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 3.6). Tasiyici gaz olarak Helyum (% 99.999
saflikta), kolon olarak Restek marka 2560 (orta polarite 6zellikte ve 100 mm X 0.25 mm
X 0.25 um boyutlarinda), standart olarak da Restek marka 37 adet FAME (Fatty Acids
Methyl Esters, yag asiti metil esterleri) karisimi kullanilmistir. Analiz kapsaminda
kullanilan diger tiim kosullar Sekil 3.7°de sunulmustur. Numuneler cihaza sivi
enjeksiyon yoluyla verilmeden 6nce, GC-MS i¢in ucucu 6zellik kazanabilmesi amaciyla
metil esterleri haline getirilmistir. Bu amagla 0.1 g numune 15 mL’lik santrifiij tiipline
almmis, tlizerine 10 mL hekzan eklenmis, iyice c¢alkalandiktan sonra metanolde
¢oziinmiis ve 2 M KOH eklenip tekrar calkalanmistir. 1-2 saat karanlik ortamda
inkiibasyonu takiben {ist fazdan 1 pL alinarak cihaza enjeksiyon yapilmis, sonuglar

standarda kars1 yapilan 6l¢iim kalibrasyon egrisi kullanilarak degerlendirilmistir.

0 =

Sekil 3.6 Yag asiti analizinde kullanilan GC-MS cihazi ve standardi

47



0 Sampler 7 GC M3

Inj. Port SPL Inj. Heat Port : IMNJ1
Column Oven Temp. : 100.0 T ¢ E: : :
Tt P PSR S’ o R S
Injection Temp. : T I ' I
R foooscogososs FSsseg ol FTTTTTTTTTeToyTTTomo ]
nfection Mode v~ Sl = et e e S L LTI SUSL LU
Sampling Time ; 1.00 mir L ] F N o | ] L
Camier Gas : He  Prim. Pregs. : 500-500 Program Column Oven Temperature v
Flow Cantrol Mode : |F‘ressu..|re V|
Rate Final Temperature | Hold Time A
P : 216.7 kP
fESSE _ . ] - 100.0 4.00
Total Flow : mL/min 1| 3.00 240.0 20.00
Column Flow : mL¢min 2| 0.00 0.0 0.00 ”
2l nonn nn n.nn
Eal AT Tatal Program Time : T067  min
Purge Flow : mL/min Column
Split Ratio : Name RT-2560 Thickness : 020 um
Length : 100.0m Diameter - 0.25mm
ﬁ Sampler k) GC & MS  Description
GCMSQP Seres
lon Source Temp. : T
Interface Temp. : EI T
Solvent Cut Time : min Detector Voltage : Relative to the Tuning Result
Use MS Program - Set.. Threshold : ]
Group#1 - Event#i GC Program Time ; TJ067 min
Start Time | End Time Acq. Event Scan Start End
(min} {min} Mode | Time(zec) | Speed miz miz
1 11.50 65.00 Scan 0.30 1666 35.00 500.00
2 0.00 0.00 Secan 0.00 i} 0.00 0.00

Sekil 3.7 Yag asiti analizi amaciyla GC-MS’de kullanilan kosullar

3.2.6.3 Vitamin icerik analizi

Yagda ve suda ¢dziinen vitaminlerin analizi Sivi Kromatografi Uclii Kiitle

Spektroskopisi/Likit Kromatografi Tandem Kiitle Spektroskopisi (LC-MS MS, Liquid

Chromatography with Tandem Mass Spectrometry, Shimadzu LC-MS 8045, Japonya)

cihaz1 kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 3.8). Mobil faz olarak gradient karisimla %
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0.1’lik formik asitli su ve % 0.1’lik formik asitli metanol, kolon olarak da Inertsil
Sustain marka C18 (Apolar; 50 mm x 2.1 mm x 1.8 pm boyutlarinda) kullanilmistir.
Numuneler 0.22 pm nylon filtrelerden gecirilmis, 10 pL enjeksiyon hacminde cihaza
yiiklenmis ve standart karigimi ile karsilastirmali olarak analiz edilmistir. Analiz

kapsaminda kullanilan diger tiim kosullar Sekil 3.9°da sunulmustur.

Sekil 3.8 Vitamin analizinde kullanilan LC-MS MS cihaz1 ve standardi

3.2.7 istatistiksel analizler

Tez kapsaminda gergeklestirilen tiim asamalar; iki bagimsiz deney (biyolojik tekrar) ve
3 tekrarli olacak sekilde (teknik tekrar) gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler, tek
yonlii varyans analizi (ONE WAY) (ANOVA), Dunnett’s ve Tukey analizleri, SPSS
stirim 22.0 (IBM, New York, NY, ABD) ve GraphPad Prism v.3.0 (GraphPad Prism
v.3.0, GraphPad Yazilimi, San Diego, CA, ABD) kullanilarak analiz edilmistir. S.
mutans ATCC 25175 biyofilm olusumunun optimizasyonu {lizerindeki c¢evresel
kosullarin kiimiilatif etkilerinin tespiti icin tek degiskenli (Univariate) analiz
gergeklestirilmistr. Tiim sonuclar ortalama =+ standart sapma olarak sunulmus ve anlamli

bir farki belirtmek igin p<0.001, p<0.01 ve p<0.05 olarak kullanilmistir.
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AutoPurge Baseline Check Parameters Comment
Ms Interface Data Acquisition LC Time Prog. Pump Column Oven Controller Autosampler
Positive Negative End Time: | 12.250 min MS Program | Edit Valve and MS Program... |
MRM(+) | | ProductIon Scan(+) Precursor Ion Scan({+) | Meutral Loss Scan{+) SIM{+) Scan(+)

CIDGss | CDGas.. || Attenuaton.. |

Event# +- Compound Name miz

Type

Time (0.000 min - 12.250 min}

1

MRM 2 + |B6 170.1000=134.0500
MRHM 3 + |B3 123.3000-80.1000, 124.10
MRM 4 + |B5220.3000-90.1500
MRM 5 + |B12 678.5000=147.1000
MRM g + |B2 377.2000=243.2000
MRM T + |K3173.1000=105.1000, 173.1
MRM 8 + |KZ 445.3000=187.1000, 445.3
MRK 9 + |E Succinate 531.4000=165.30
MRHM 10 + | A 269.2000-92.9000 N
MRM ~  Acg. Time: 0O - 1.3686 min Compound Mame: B1

Ch | Precursor miz| Product miz| Dwell Time (msec)| Q1 Pre Bias({V) CE @3 Pre Bias(V) ~
Chi 265.3000 122.1000 330.0 -14.0 -15.0 -24.0
Ch2
Ch3
Chd "

Ewvent Time: | 0.333 sec  Q1Resolution: ' Unit ~ Advanced Settings. ..
Q3 Resolution: | Unit w
AutoPurge Baseline Chedk Parameters Comment
M5 Interface Data Acquisition LC Time Prog. Pump Column Oven Controller Autosampler
Positive Negative End Time: | 12.250 min MS Program | Edit Valve and M3 Program... |

MRM(+) | ProductIon Scan(+) | Precursor Ion Scan{+) | Meutral Loss Scan(+) S+ Scan{+)

CID Gas | CID Gas... | | Attenuation. .. | Loop Time... =
Type Event# +- Compound Name miz Time (0.000 min - 12.250 min} ~
MRM 3 +  |B2 377.2000=243 2000
MRM 7 + |K3 173.1000=105.1000, 173.1
MRM ] + |K2 445.3000=187.1000, 445.3
MRK 9 + |E Succinate 531.4000=165.30
MRM 10 +  |A268.2000-92.9000
MRM 11 + D2 397.5000=107.1000
MRM 12 + |E1431.4000=165.2000, 431.4
MRM 13 + |03 385.4000=367 2000, 385.4
MRM 14 + |K1 451.5000=187.0000, 451.5

W
MRM ~  Acg. Time: 0O - | 1.366 min Compound Mame: B1
Ch | Precursor miz| Product m/z| Dwell Time (msec)| Q1 Pre Bias(V) CE Q3 Pre Bias(V) "~
Chi 265.3000 122 1000 3300 -14.0 -15.0 -24.0
Ch2
Ch3
Ch4 w

Sekil 3.9 Vitamin analizi amaciyla LC-MS MS’de kullanilan kosullar
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 izolatlarin Tanimlanmasi

Izolatlara ait hiicre yiizey proteinlerinin profillenmesi esasina dayanan MALDI-TOF
analizi neticesinde elde edilen tanimlama sonuglari Cizelge 4.1°de sunulmustur.
Mikrobiyal tanimlama i¢in standart veri tabani i¢eren Flex Control 3.4 yazilimi (Bruker
Daltonics, Almanya) kullanilarak gergeklestirilen analizler sonucunda 2.000’den biiytik
elde edilen skorlar tiim izolatlar i¢in tiir diizeyinde basarili bir tanimlama yapildigina

isaret etmektedir.

Cizelge 4.1 MALDI-TOF analizi neticesinde izolatlarin tanimlama sonuglari

(<)

BRUKER

Sus Kodu | Kalite Eslesenen patern clar MG
sayisl tammmlayici
EIRNF-1 | (+++) '—aCtObg‘g:\'/‘ljszggi”tar“m 2342 1590
Lactobacillus curvatus
EIR/DG-1 | (+++) DSM 20499 2.319 28038
Lactobacillus curvatus
EIR/BG-2 | (+++) DSM 20499 2.427 28038

MALDI-TOF analizi neticesine basarili bir sekilde tanimlamalar1 gercgeklestirilen
izolatlarin Uluslararasi Gen Bankalarina kayit edilebilmeleri i¢in 16S rRNA gen
bolgelerinin dizileri de belirlenmistir. Bu amacla oncelikle izolatlarin DNA’lar1 izole
edilmis olup, saflik ve miktar tayinleri Cizelge 4.2’de sunulmustur. 260nm/280nmm
oraninin 1.8-2.0 arasinda olmasi PZR igin yeterli saflik olarak kabul edildiginden ikinci

asama olarak PZR islemine gegilmistir. DNA izolasyonunu takiben evrensel 16S rRNA
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primerlerinin kullanimi neticesinde 1492 bg biiyiikligiinde PZR {iriinii elde edilmistir
(Sekil 4.1).

Cizelge 4.2 izole edilen DNA’larin saflik ve miktar (ng/uL) tayinleri

Sus Kodu ng/pL 260/280 260/230
EIR/IF-1 850.20 2.01 1.86
EIR/DG-1 780.25 1.95 1.91
EIR/BG-2 791.87 1.89 1.88
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Sekil 4.1 izolatlara ait 16S rRNA PZR iiriiniiniin (1492 bg) agaroz jel elektroforez
gorlntiisii (M: marker)

Jelden saflastirilarak dizi analizine tabi tutulan 16S rRNA boélgelerinin baz dizisi; ABI”
formatinda elde edilmis ve uygun bir yazilim araciligiyla (FinchTV, Versiyon 1.5.0,
Birlesik Devletler) kalitesi kontrol edildikten sonra yine ayni yazilim araciligiyla
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) algoritmasi kullanilarak niikleotid veri

tabanindaki  dizilerle  kiyaslanmistir  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/).

Saptanan “query” skorlarina gore 16S rRNA bolgeleri ¢ogaltilip dizilenen izotlarin tiir
diizeyinde tanimlamalar1 yapilmistir. BLAST taramasi her bir izolatta hem “forward”
hem de “reverse” dizilerine gore yapilmistir. “Forward” dizileri ve “reverse

complement” alimmmis “reverse” dizisi Bioedit (Versiyon 7.2, Birlesik Devletler)
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yaziliminda birlestirilmis ve bu birlestirmeden sonra elde edilen konsensiis dizileri

NCBI veri tabaninda BLAST kullanimi neticesinde bilinen dizilerle karsilastiriimistir.

Elde edilen diziler ve benzerlik yiizdelerini igeren kesin tani sonuglar1 Sekil 4.2-4.4°de

sunulmus olup MALDI-TOF sonuglari ile benzer bulunmustur.

Graphic Summary Alignments

Taxonomy

Sequences producing significant alignments
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CHCHCECH<ECEN<N<H<N<N<N<N<]

100 sequences selected
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Lacti ibacill strain F.10 168 ril RNA gene, partial sequence
L bacillus p! strain 2329 168 rib | RNA gene, _partial
L bacillus plantarum strain 4521 16S rib | RNA gene, partial sequence

bacillus plantarum strain 3661 16S ril | RNA gene, partial sequence

Lactobacillus plantarum strain 7-5 16S rib

La: il rum strain 5-4 168 rib.
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Distance tree of results ~ [EEMSA Viewer
Query E Per. Acc.
Cover value Ident Len  Accession
v v v -
100% 0.0 100.00% 1138 MWO057714.1
100% 0.0 99.91% 1470 MT604787.1
100% 0.0 99.91% 1461 MT545039.1
100% 0.0 99.91% 1470 MT544832.1
100% 0.0 99.91% 1467 MT538526.1
100% 0.0 99.91% 1474 MG890195.1
100% 0.0 99.91% 1475 MG890193.1
100% 0.0 99.91% 1471 MG890191.1
100% 0.0  99.91% 1467 MG754553.1
100% 0.0 99.91% 1492 KM497502.1
100% 0.0 99.91% 1488 KM497499 1
100% 0.0 99.91% 1453 KR336551.1
100% 0.0 99.91% 1442 KP792280.1
100% 0.0 99.91% 1470 KF929420 1

Sekil 4.2 Bebek fekal mikrobiyotasindan izole edilen EIR/IF-1susuna ait 16S rRNA gen
dizisinin NCBI veri tabaninda BLAST kullanimi neticesinde elde edilen

benzerlik yiizdeleri

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments

[ selectall 100 sequences selected

Download ¥ [ Select columns ¥ Show (2]

cooooldlEnan

Description
v

Latilactobacillus curvatus strain EIR/DG-1 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus curvatus gene for 16S ribosomal RNA, partial sequence, strain: gz1245

Scientific Name
v

Latilactobacillus curvatus
Latilactobacillus curvatus
Latilactobacillus curvatus
Latilactobacillus curvatus
Latilactobacillus curvatus
Latilactobacillus curvatus
Latilactobacillus sakei

Latilactobacillus curvatus
Latilactobacillus sakei

Latilactobacillus curvatus
Latilactobacillus curvatus

Latilactobacillus curvatus

GenBank Graphics Distance tree of results  [EMSA Viewer

sMax Total Query E Per. AccLen  pccossion
cgre chre Coler valvue ldgﬂ v

2399 2399 100% 0.0 100.00% 1299 MW829515.1
2311 2311 99% 00 98.84% 1454 LC1305551
2309 2309 99% 00 9870% 1475 MT573613.1
2307 2307 99% 00 9870% 1469 MN250808.1
2307 2307 99% 00 9870% 1470 MH194558.1
2305 2305 99% 0.0 98.84% 1537 MH107109.1
2305 2305 99% 00 9877% 1392 MG430201.1
2305 2305 99% 00 98.77% 1447 MG430193.1
2305 2305 99% 00 9877% 1463 MG430191.1
2305 2305 99% 00 9877% 1477 ME9922251
2305 2305 99% 0.0 98.84% 1446 AB494734.1
2303 2303 99% 00 9862% 1472 MT544912.1

Sekil 4.3 Yunus bagirsak mikrobiyotasindan izole edilen EIR/DG-1susuna ait 16S
rRNA gen dizisinin NCBI veri tabaninda BLAST kullanim1 neticesinde elde

edilen benzerlik yiizdeleri
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Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download v [I3 Select columns *  Show ]
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results — [EEMSA Viewer
S s Max = Total Query E Per.
Descr‘l,puon Sczemlfg Name Storoll B [ Goi |vtiam | (ot Acchen Accession
v v v v v
Latilactobacillus curvatus strain EIR/BG-2 168 ribosomal RNA gene, partial sequence Latilactobacillus curvatus 2307 2307 100% 0.0 100.00% 1249 MWB829532.1
Latilactobacillus curvatus strain EIR/DG-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Latilactobacillus curvatus 2278 2278 99% 00 9960% 1299 MW829515.1
Lactobacillus curvatus gene for 168 ri nal RNA, partial sequence, strain: qz1245 Latilactobacillus curvatus 2270 2270 99% 00 9960% 1454 LC130555.1

Latilactobacillus curvatus 2266 2266 99% 00 9944% 1475 MT573613.1
sakei 2266 2266 99% 00 9952% 1392 MG430201.1
illus curvatus 2266 2266 99% 0.0 9952% 1447 MG4301931

Latilactob:

Lactobaci Latilactob

Lactobacillus sakei strain GI46 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Latilactobacillus sakei 2266 2266 99% 0.0 9952% 1463 MG4301911

Lactobacillus curvatus strain KCCM200173 168 ribosomal RNA gene, partial sequence Latilactobacillus curvatus 2266 2266 99% 00 9952% 1477 MF9922251
Lactobacillus curvatus strain 4376 168 ribosomal RNA gene, partial sequence Latilactobacillus curvatus 2265 2265 99% 00 9952% 1472 MT544912.1
Lactobacillus curvatus strain 6697 168 ribosomal RNA gene, _partial sequence Latilactobacillus curvatus 2265 2265 99% 00 9952% 1474 MT4638811
Lactobacillus curvatus strain TSGB1195 168 ribosomal RNA gene, partial sequence Latilactobacillus curvatus 2265 2265 99% 0.0 9944% 1469 MN250808.1
Lactobacillus curvatus strain GAN 16S ribosomal RNA gene. partial sequence Latilactobacillus curvatus 2265 2265 99% 00 9944% 1470 MH194558.1

Sekil 4.4 Bal aris1 bagirsak mikrobiyotasindan izole edilen EIR/BG-2 susuna ait 16S
rRNA gen dizisinin NCBI veri tabaninda BLAST kullanimi neticesinde elde
edilen benzerlik yilizdeleri

Sonug olarak yeni dogan bebek fekal mikrobiyotasindan izole edilen bakterinin
Lactobacillus plantarum EIR/IF-1 (NCBI GenBank Aksesyon Numarasi: MW892532),
yunus bagirsak mikrobiyotasindan izole edilen bakterinin Lactobacillus curvatus
EIR/DG-1 (NCBI GenBank Aksesyon Numarasi: MW829515) ve bal aris1 bagirsak
mikrobiyotasindan izole edilen bakterinin de Lactobacillus curvatus EIR/BG-2 (NCBI
GenBank Aksesyon Numarasi: MW057714) oldugu belirlenmis ve belirtilen aksesyon

numaralari ile Uluslararasi Gen Bankalarina kayit islemleri gerceklestirilmistir.

4.2 Post-Biyotik Mediatorlerin Antibakteriyel Aktiviteleri

Tez calismasi1 kapsaminda segilen {i¢ adet laktik asit bakterisinin canli hiicrelerinde S.
mutans ATCC 25175 susuna karst gozlemlenen antibakteriyel aktivite, ayni
bakterilerden elde edilen PM’lerin kullanim1 neticesinde de tespit edilmistir. En yiiksek
inhibisyon zonu 28+1.7 mm ile L. plantarum EIR/IF-1 susu tarafindan iretilen PM
kullanildigi zaman gozlemlenmistir. L. curvatus EIR/DG-1 ve L. curvatus EIR/BG-2
suglarinin sergiledikleri inhibisyon zonlari ise sirasiyla 21+2.1 mm ve 18+0.7 mm

olarak belirlenmistir. PM’lerin proteinaz K ile muameleleri neticesinde aktivitede
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istatistiksel olarak anlamli bir kayip gozlenmez iken ndtralizasyonu takiben tim
aktivitede kayip tespit edilmistir. Elde edilen bu sonug, S. mutans ATCC 25175 susuna
kars1 gozlemlenen antibakteriyel aktiviteden asit temelli yapilarin sorumlu olabilecegine
isaret etmektedir. Negatif kontrol olarak kullanilan MRS besiyerinde ise herhangi bir

aktivite gdzlemlenmemistir (Sekil 4.5).

EIR/IF-1 EIR/DG-1 EIR/BG-2
PM N-PM PM N-PM PM N-PM
s B! \ i
/ & ] %/ /
7 . P a B
= MRS
MRS PM+PK MRS PM+PK PM+PK

Sekil 4.5 S. mutans ATCC 25175 susuna kars1 sergilenen antibakteriyel aktivitenin petri
goriintiileri

(kuyu difiizyon yontemi neticesinde elde edilen inhibisyon zonlari; PM: post-biyotik mediatorler, N-PM:
nétralize PM, PM+PK: proteinaz K ile muamele edilen PM, MRS: besiyeri; oklar inhibisyon zonlarina
isaret etmektedir)

Toz formda elde edilen PM’lerin S. mutans ATCC 25175 susuna kars1t MIK dozlar1, 96
kuyucuklu mikrotitre plakalarda 24 saat birlikte inkiibasyon neticesinde belirlenmistir.
Inkiibasyonu takiben 600nm dalgaboyunda yapilan optik okumalar neticesinde en diisiik
MIK dozu L. plantarum EIR/IF-1 susuna ait olan PM’de 15 mg/mL olarak
belirlenmistir. L. curvatus EIR/DG-1 ve L. curvatus EIR/BG-2 suslarinina ait PM’lerin
S. mutans ATCC 25175 susuna karsi MIK degerleri ise sirasiyla 35 mg/mL ve 40
mg/mL  olarak tespit edilmistir (Sekil 4.6). Bu asamada ayrica, farkh
konsantrasyonlardaki PM’ler ile muameleyi takiben gergeklestirilen mikrobiyolojik
ekimler neticesinde S. mutans ATCC 25175 susunun canliligindaki azalma (kob/mL)
kontrole (10.61+£0.19) kiyasla % olarak belirlenmistir. Kontrole kiyasla 3 log diisiis
saglayan en diisiik dozlar ise MBK olarak degerlendirilmistir. En diisiik MBK degeri L.
plantarum EIR/IF-1 susuna ait olan PM i¢in 20 mg/mL (% 99.99 azalma ile 6.83 + 0.02
kob/mL) olarak belirlenmistir. L. curvatus EIR/DG-1 ve L. curvatus EIR/BG-2
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suglarinina ait PM’lerin MBK degerleri ise sirasiyla 40 mg/mL (% 99.95 azalma ile 7.68
+ 0.03) ve 45 mg/mL (% 99.92 azalma ile 7.89 + 0.09) olarak tespit edilmistir.

&Y \
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i3 10 ®) 20;

2

o mQ/fTIL', mg/mL mgImL mimL mgl_mL

+°-15“- 10 15 20) ’

. mgmL . mgmL -;mglmL mg/mk’

EIR/BG-2

Sekil 4.6 S. mutans ATCC 25175 susuna karsi sergilenen antibakteriyel aktivitenin 96
kuyucuklu mikrotitre plakadaki goriintiileri

(kirmuz1 halkalar tiremenin tespit edilmedigi ilk kuyuyu; MIK-100 degerini isaret etmektedir)

4.3 Post-Biyotik Mediatorlerin Antibiyofilm Aktiviteleri

4.3.1 S. mutans ATCC 25175 susunun ideal biyofilm iiretim parametreleri

Biyofilm ¢alismalar1 kapsaminda oncelikle karyojenik patojen olarak segilen S. mutans
ATCC 25175 susunun biyofilm iireticisi olup olmadig1 kontrol edilmistir. Bu amagla S.
mutans ATCC 25175 susu, farkli konsantrasyonlarda siikroz (0.0-50 mg/mL) igeren
BHI/TSB besiyerinde, aerobik/anaerobik ortamda, 30/37 °C inkiibasyon sicakliginda ve
24/48 saat inkiibasyon siiresinde kiiltiire edilmis ve ideal biyofilm iiretim kosullari

belirlenmistir.

Aerobik gelisim kosullar1 altinda farkli konsantrasyonlarda siikroz sekeri iceren TSB ve
BHI besiyerinde 24 saat inkiibasyon neticesinde bu gruplar arasinda anlamli bir fark
saptanmamis olup (One WAY ANOVA, Tukey’s Test) olduk¢a zayif biyofilm tiretimi
tespit edilmistir (Sekil 4.7).
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TSB-BHI Besiyerleri (Stkroz Konsantrasyonlar)
Sekil 4.7 Aerobik kosullar altinda iki farkli besiyerinde (TSB-BHI) ve farkli siikroz
konsantrasyonlarinda S. mutans ATCC 25175 susunun biyofilm iiretimi

Anaerobik gelisim kosullart altinda farkli konsantrasyonlarda siikroz sekeri i¢ceren TSB
ve BHI besiyerinde 24 saat inkiibasyon neticesinde ise gruplar arasinda anlamli bir fark
saptanmig olup (One WAY ANOVA, Tukey’s Test, p<0.05) gii¢lii biyofilm tiretimi
tespit edilmistir (Sekil 4.8). Elde edilen sonuglara gore anaerobik gelisim kosullarinda
en giiclii biyofilm tiretimi BHI besiyerinde 10, 15 ve 20 mg/mL siikroz katkilar
neticesinde elde edilmistir. Bu ii¢ katki arasinda ise istatistiksel olarak anlamda bir fark
tespit edilememistir. Bu asamay1 takiben, BHI besiyeri ve anerobik kosullarin

kullanilmasina karar verilmistir.

Ideal gelisim kosulu olarak secilen anaerobik kosullar altinda, inkiibasyon siiresinin (24-
48 saat), sicakligiin (30-37 °C) ve farkli siikkroz konsantrasyonlarinimn (0.0-50 mg/mL)
S. mutans ATCC 25175 susunun biyofilm iiretimine olan etkileri “Univariate” analizi ile
degerlendirilmistir (Cizelge 4.3). Kiimiilatif bir degerlendirme yapildiginda inkiibasyon
siiresinin tek basma anlamli bir katkisinin olmadigi, ancak inkiibasyon sicakligi ve

siikroz katkisinin biyofilm tiretimini tek bagina anlamli diizeyde etkiledigi belirlenmistir

(Sekil 4.9).
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TSB-BHI Besiyerleri (Sukroz Konsantrasyonlar)
Sekil 4.8 Anerobik kosullar altinda iki farkli besiyerinde (TSB-BHI) ve farkli siikroz
konsantrasyonlarinda S. mutans ATCC 25175 susunun biyofilm {iretimi

Cizelge 4.3. Ug farkli parametrenin S. mutans ATCC 25175 susunun biyofilm iiretimi
tizerine olan etkisi (Univariate analizi)

Biyofilm tiretimi OD:595mm
Type 11
Sum of MeanS
Source Squares | df | quare F Sig.
Corrected Model 6.411* | 43 | .149 | 8.280 .000
Intercept 7.453 1 | 7.453 [413.91| .000
3
Inkiibasyon siiresi 027 1 | .027 | 1.500 g
Inkiibasyon sicaklig 544 1 544 130.211
Stikroz Konsantrasyonu 1.827 10 | .183 |10.146 gRSLeXc/ekE
Siire * Sicaklik 933 1 933 |51.799
Siire * Siikroz Konsantrasyonu 928 10 | .093 | 5.152 QFESeXeik
Sicaklik * Siikroz Konsantrasyonu 1.094 10 | .109 | 6.077
Siire * Sicaklik ~ * Stikroz| 1.059 10 | .106 | 5.879
Konsantrasyonu
Error 1.585 88 | .018
Total 15.449 | 132
Corrected Total 799 | 131
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Sekil 4.9 Ideal biyofilm olusumunda inkiibasyon siiresi ve sicaklii ile siikroz
konsantrasyonunun kiimiilatif etkilerinin degerlendirilmesi (ad; anlamli
olmayan fark)

4.3.2 PM’lerin S. mutans ATCC 25175 susunun biyofilm iiretimi iizerine etkisi

Biyofilm calismalarinin ikinci asamasinda farkli MIK degerlerine ayarlanmis (MIK 100,
75, 50, 25, 10, 1) PM’lerin S. mutans ATCC 25175 susunun biyofilm iiretimi {izerine
olan etkileri; birlikte inkiibasyon, eradikasyon ve n muamele analizleri kapsaminda
degerlendirilmistir. 96 kuyucuklu mikrotitre plakalarda kristal viyole boyama esasina
gore gerceklestirilen birlikte inkiibasyon analizleri neticesinde L. plantarum EIR/IF-1
susuna ait PM’nin MIK-25 ve iizeri dozlarmin S. mutans ATCC 25175 susunun
biyofilm tiretimini kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalttig1 tespit

edilmistir (p<0.001, Sekil 4.10).

Sonuglar L. curvatus EIR/DG-1 ve L. curvatus EIR/BG-2 susuna ait PM’lerin etkisi
degerlendirildiginde ise MIK-10 ve iizeri dozlarmin S. mutans ATCC 25175 susunun
biyofilm {tretimini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalttigi gozlemlenmistir
(p<0.001, Sekil 4.11 ve 4.12). On muamale analizlerinde ise en etkin sonuglar L.
curvatus EIR/BG-2 susuna ait PM’de elde edilirken, L. plantarum EIR/IF-1 susuna ait

PM’nin MIK-50 ve iizeri dozlarmm, L. curvatus EIR/BG-2 susuna ait PM’lerin ise
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MIK-25 ve iizeri dozlarinmn S. mutans ATCC 25175 susunun biyofilm iiretimini
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalttigi belirlenmistir (p<0.001, Sekil 4.13-4.15).

Calisma kapsaminda ii¢ farkli yaklasimla degerlendirilen PM’lerin S. mutans ATCC
25175 susunun biyofilm giderimleri tizerindeki % azalma sonuglar ise Cizelge 4.4 ’de
sunulmustur. EIR/DG-1 susu tarafindan iiretilen PM’nin, diger iki PM’ye kiyasla olusan
biyofilmin yok edilmesinde daha etkili oldugu gozlemlenmistir. Ancak eradikasyon
yaklasimi agisindan PM’lerin S. mutans ATCC 25175 susunun biyofilm giderimleri
tizerinde diger yaklasimlara gore nispeten etkisiz oldugu tespit edilmistir. Genel olarak,
EIR/BG-2 susu tarafindan iretilen PM’nin, birlikte inkiibasyon ve 6n muamele analiz

sonuclarina gore en etkili PM oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.4 S. mutans ATCC 25175 susunun biyofilm giderimi iizerine PM’lerin etkisi
(% giderim)

Birlikte Inkiibasyon
Sus Kodu MIK-1 MIK-10 | MIK25 | MIK-50 | MIK-75 | MIK-100
EIRIF-1 | 28.5942.99 | 56.10+3.98 | 96.02+1.91 100 100 100
EIR/IDG-1 | 30.6943.12 | 93.74+0.92 | 96.20+0.32 100 100 100
EIR/BG-2 | 24.90+3.76 | 95.20+1.38 | 96.11+0.25 100 100 100
On-muamel
Sus Kodu | MIK-1 MIK-10 | MIK-25 | MIK-50 | MIK-75 | MIK-100
EIRIIF-1 | 5.86£1.44 | 7.07+1.26 | 57.70+1.76 | 93.69+2.50 | 95.33+1.10 | 97.85+0.44
EIR/DG-1 0 19.221.26 | 94.31£1.00 | 95.30£3.35 | 93.72£0.78 | 97.73+0.52
EIR/BG-2 0 93.47£3.40 | 96.9622.28 | 97.540.74 | 95.84=1.37 | 95.76+1.24
Eradikasyon
Sus Kodu | MIK-1 MIK-10 | MIK-25 | MIK-50 | MIK-75 | MIK-100
EIRIIF-1 | 39.7551.99 | 41.2551.8 | 51.67+3.67 | 48.33+4.84 | 61.92+3.61 | 69.08+3.47
EIRIDG-1 | 51.5043.51 | 49.50+4.20 | 62.00+4.88 | 63.25+4.08 | 73.7542.62 | 75.83%3.20
EIRIBG-2 | 31.25+2.89 | 34.2542.93 | 36.33£1.62 | 46.58+2.18 | 48.50£3.36 | 66.92+1.22
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Sekil 4.10 a. L. plantarum EIR/IF-1 susu tarafindan iiretilen PM’nin farkli MiK
dozlarmin birlikte inkiibasyon neticesinde S. mutans ATCC 25175 susunun
biyofilm {iretimi {izerine olan ekisi (birlikte inkiibasyon; ad. anlamli
olmayan fark; **** p<0.001; *** p<0.005), b. Polistiren mikrotitre plaka
kuyularinda kristal viyole boyama esasina gore biyofilm giderimi
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Sekil 4.11 a. L. curvatus EIR/DG-1 susu tarafindan iiretilen PM’nin farkli MIK
dozlarinin birlikte inkiibasyon neticesinde S. mutans ATCC 25175 susunun
biyofilm {iretimi {izerine olan ekisi (birlikte inkiibasyon; ad. anlamli
olmayan fark; **** p<0.001, ** p<0.01), b. Polistiren mikrotitre plaka
kuyularinda kristal viyole boyama esasina gore biyofilm giderimi
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Sekil 4.12 a. L. curvatus EIR/BG-2 susu tarafindan iiretilen PM’nin farkli MIK
dozlarmin birlikte inkiibasyon neticesinde S. mutans ATCC 25175 susunun
biyofilm iiretimi iizerine olan ekisi (birlikte inkiibasyon; ad. anlamli
olmayan fark; **** p<0.001; ** p<0.01), b. Polistiren mikrotitre plaka
kuyularinda kristal viyole boyama esasina gore biyofilm giderimi
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Sekil 4.13 a. L. plantarum EIR/IF-1 susu tarafindan iiretilen PM’nin farkli MiK
dozlarmin 6n-muamele neticesinde S. mutans ATCC 25175 susunun
biyofilm {retimi {izerine olan ekisi (birlikte inkiibasyon; ad. anlamli
olmayan fark; **** p<0.001), b. Polistiren mikrotitre plaka kuyularinda
kristal viyole boyama esasina gore biyofilm giderimi
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Sekil 4.14 a. L. curvatus EIR/DG-1 susu tarafindan iiretilen PM’nin farkli MIK
dozlarinin 6n-muamele neticesinde S. mutans ATCC 25175 susunun
biyofilm {iiretimi iizerine olan ekisi (birlikte inkiibasyon; ad. anlamli
olmayan fark; **** p<0.001), b. Polistiren mikrotitre plaka kuyularinda
kristal viyole boyama esasina gore biyofilm giderimi
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Sekil 4.15 a. L. curvatus EIR/BG-2 susu tarafindan iiretilen PM’nin farklh MIK
dozlarmin 6n-muamele neticesinde S. mutans ATCC 25175 susunun
biyofilm {iretimi {izerine olan ekisi (birlikte inkiibasyon; ad. anlamli
olmayan fark; **** p<0.001), b. Polistiren mikrotitre plaka kuyularinda
kristal viyole boyama esasina gore biyofilm giderimi
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Tim bu analizler neticesinde en basarili giderim sonuglari, birlikte inkiibasyon
yaklasimi neticesinde elde edilmistir. PM’lerin biyofilm giderici 6zelliginin sadece
mikrotitre plakalarinda sinirli olmadigini kanitlamak icin en etkin segilen bu yontem dis
yiizeylerinde de tekrarlanmistir. MiK-50 ve MIK-25 konsantrasyonlarindaki PM’ler dis
yiizeyinde S. mutans ATCC 25175 susu birlikte inkiibe edilmis ve antibiyofilm etkinlik
kristal viyole baglanma esasina gore degerlendirilmistir. Pozitif kontrol dis yiizeyindeki
biyofilm tabakasina kiyasla PM’ler ile muamele edilen dislerin yiizeyinde olusan

biyofilm tabakalarinda gbzle goriilen bir azalma olugu belirlenmistir (Sekil 4.16).

[ ™
Sadece + + +
S. mutans ATCC 25175 EIR/IF-1 EIR/DG-1 EIR/BG-2

Sekil 4.16 Bakterilere ait PM’lerin sub-MIK (MIK-50) dozlarmin S. mutans ATCC
25175 susunun dis ylizeyinde olusturdugu biyofilm iizerine olan etkisini
gosteren kristal viyole boyama sonuglari

4.3.3 S. mutans ATCC 25175 susunun iiretmis oldugu biyofilmin ve PM’lerin
antibiyofilm etkisinin SEM ile degerlendirilmesi

Streptococcus mutans ATCC 25175 susunun biyofilm iiretimi SEM ile incelendiginde,

hiicrelerin ¢ok katmanli agregatlar halinde ekstaselliiler matriks igerisinde kiimelendigi

gbzlemlenmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17 Streptococcus mutans ATCC 25175 susunun ideal kosullara biyofilm
iretiminin farkl biiylitmelerdeki SEM mikrograflari
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PM’ler ile birlikte muameleyi takiben ise hiicrelerin daha diisiik yogunluga ulastiklari,

biyofilm tabakasinin ise oldukga inceldigi tespit edilmistir (Sekil 4.18-4.20).

Sekil 4.18 L. plantarum EIR/IF-1 susu tarafindan iiretilen PM’nin biyofilm tretimi
iizerine olan ekisini gosteren SEM mikrograflari
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Sekil 4.19 L. curvatus EIR/DG-1 susu tarafindan iretilen PM’nin biyofilm iiretimi
tizerine olan ekisini gosteren SEM mikrograflari
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Sekil 4.20 L. curvatus EIR/BG-2 susu tarafindan iiretilen PM’nin biyofilm iiretimi
iizerine olan ekisini gosteren SEM mikrograflari
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4.3.4 S. mutans ATCC 25175 susunun iiretmis oldugu biyofilmin ve PM’lerin
antibiyofilm  etkisinin  Lazer Taramah Konfokal Mikroskop ile
degerlendirilmesi

PM’lerin S. mutans ATCC 25175 susu ile 24 saat birlikte inkiibasyonunun patojen
susun hiicre canlilig1 ve biyofilm olusturma yetenegi {lizerine olan etkisi Lazer Taramali
Konfokal Mikroskop kullanilarak da incelenmis ve canli/6lii hiicre yogunluklari,
pozisyonlar1 ve biyofilm morfolojileri degerlendirilmistir. PM ile muamele edilmeyen
orneklerde SYTO-9 pozitif (yesil/canl) S. mutans bakteri hiicrelerinin baskin oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.21a, 4.22a, 4.23a, panellerin ilk seti). Farkli dozlarda PM’ler
ile birlikte inkiibasyonun ardindan ise doza bagli olarak PI pozitif (kirmizi/6li)
hiicrelerinde artis tespit edilmistir (Sekil 4.21b, 4.22b, 4.23b). iki boyutlu (Sekil 4.21c,
4.22c, 4.23c) ve li¢ boyutlu (Sekil 4.21d, 4.22d, 4.23d) biyofilm yapilar1 incelendiginde
ise PM’lerle birlikte inkiibasyonun artan MIK konsantrasyonlari ile birlikte biyofilm
olusumunda dikkate deger bir inhibisyona yol ac¢tig1 ve biyofilm yapisinin inceldigi

dogrulanmustir.

Dis yiizeyinde gergeklestirilen benzer ¢alismadan elde edilen veriler neticesinde ise,
EIR/BG-2’den elde edilen PM haricinde diger PM’lerin sub-MiK degerleri ile birlikte
muamelesi sonucunda dis yiizeylerinde olusan biyofilmlerin neredeyse yok oldugu

gozlemlenmistir (Sekil 4.24).
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KONTROL

MIK 10

Sekil 4.21 L. plantarum EIR/IF-1 susundan elde edilen PM’nin farkli MIK
konsantrasyonlarinin varliginda ve yoklugunda (kontrol) olusan biyofilmin
Lazer Taramali Konfokal Mikroskop goriintileri a) SYTO 9 2D
goriiniimii, b) Pl 2D goriiniimii, c¢) ortiisen 2D goriiniim, d) biyofilmlerin
3D mimarisi

MIK 25

MIK 50
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MIK 10 KONTROL

MIK 25

MIK 50

Sekil 4.22 L. curvatus EIR/DG-1 susundan elde edilen PM’nin farkh MIK
konsantrasyonlarinin varliginda ve yoklugunda (kontrol) olusan biyofilmin
Lazer Taramali Konfokal Mikroskop goriintilleri a) SYTO 9 2D
goriiniimii, b) PI 2D goriiniimii, c) ortiisen 2D goriiniim, d) biyofilmlerin
3D mimarisi
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MIK 25 MIK 10 KONTROL

MIK 50

Sekil 4.23 L. curvatus EIR/BG-2 susundan elde edilen PM’nin farkli MIK
konsantrasyonlarinin varliginda ve yoklugunda (kontrol) olusan biyofilmin
Lazer Taramali Konfokal Mikroskop goriintilleri a) SYTO 9 2D
goriiniimii, b) PI 2D goriiniimii, c¢) ortiisen 2D goriiniim, d) biyofilmlerin
3D mimarisi
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Sekil 4.24 PM’lerin sirasiyla MIK-50 ve MIK-75 konsantrasyonlar1 ile birlikte

inkiibasyon sonucunda olusan biyofilmin Lazer Taramali Konfokal
Mikroskop goriintiileri a) PM igermeyen kontrol, b ve c¢) L. plantarum
EIR/IF-1, d ve e) L. curvatus EIR/DG-1, f ve g) L. curvatus EIR/BG-2
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4.3.5 PM’lerin S. mutans ATCC 25175 susunun QS ve viriilans iliskili gen ifadesi
iizerine etkisi

Yetersay: sinyal iletim sistemi ve viriilans ile ilgili gen ifade seviyesini analiz etmek
icin, kantitatif RT-PZR analizi gerceklestirilmis ve ifadelerin kat degisimi 24ACt
kullanilarak belirlenmistir. S. mutans ATCC 25175 susunun farkli PM dozlar ile
birlikte inkiibasyonunu takiben, comA, comX ve gtfC’nin ifade seviyeleri PM’ler ile
muamele edilmeyen kontrol gruplari ile karsilastirildiginda doza bagl olarak 6nemli
dl¢iide asag1 regiile olmustur (p<0.001) (Sekil 4.25). MiK-25 dozlar1 kullamldiginda ise
her genin ifade seviyelerinde dramatik bir diisiis gézlemlenmistir. EIR/DG-1 ve
EIR/BG-2’den elde edilen PM’lerin diisiik konsantrasyonlari (MIK-5) ile muameleyi
takiben sadece gtfC geninin ifade seviyesi istatistiksel olarak anlamli bir Olciide
degismemistir (p>0.05). Hedef genlerin asag1 regiilasyonuna neden olan PM dozlarinin
hiicre canlig1 lizerinde kontrole kiyasla anlaml bir degisiklige neden olmadigi da tespit
edilmistir (Sekil 4.26). Bu sonug, ii¢ sustan elde edilen PM’lerin oliimciil olmadigi
durumlarda dahi S. mutans ATCC 25175 susunun Yetersay1 sinyal iletim sistemini (QS)

dolayli olarak bloke edebildigini gostermistir.
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Sekil 4.25 Gen ifadelerinin degisim katsayilar
(ad. anlamli olmayan fark;****p<0.001; *** p<0.01)
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Sekil 4.26 PM’lerin farkli konsantrasyonlar: ile birlikte muamele edilen S. mutans
ATCC 25175 susunun hiicre sayim sonuglari (log kob/mL)

4.3.6 PM’lerin metabolit icerikleri

Tez caligmas1 kapsaminda kullanilan PM’lerin igerik analiz sonuglar1 Cizelge 4.5°de
sunulmustur. Organik asit icerigi her bir organik asit standarti1 kullanilarak elde edilen
kromatograma gore degerlendirilmistir (Sekil 4.27). Elde edilen veriler neticesinde
PM’lerin iceriginde okzalik asite rastlanmazken, laktik asit en yogun miktarda bulunan
organik asit olarak belirlenmistir. En yiiksek laktik asit miktar1 ise EIR/IF-1 susu
tarafindan tiretilen PM’de tespit edilmistir. Siiksinik asit ve malik asit yalnizca EIR/IF-1
ve EIR/DG-1’den elde edilen PM’lerde, sitrik asit ise yalnizca EIR/IF-1"den elde edilen
PM’de tespit edilmistir. Her bir bakterinin PM’sine ait organik asit kromatogram

goriintiileri Sekil 4.28-4.30’da sunulmustur
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Cizelge 4.5 PM’lerin metabolit igerikleri

PM: EIR/IF-1 EIR/DG-1 EIR/BG-2
Maleik Asit 2.47 0.73 0.71
Sitrik Asit 0 0.06 0
Tartarik Asit 1.62 2.29 2.07
Malik Asit 0.18 0.16 0
Laktik Asit 35.82 24.79 25.45
Suksinik Asit 0.20 0.14 0
Formik Asit 3.55 4.64 2.63
Asedik Asit 0.98 1.46 1.52
Biitirik Asit 0.22 0.18 0.19

Metil palmitat
0.034 0.019 0.033
(C16:0)
Metil stearat
0.088 0.074 0.077
(C18:0)
Metil oleat
] 0 0.014 0
(C18:1 cis-9)

A 0 0 41.06
B1 61.33 46.34 59.28

B2 0 3.87 0.96

B3 10.09 1.52 0.03
B5 117.28 170.83 163.72

B12 387 381 361

D2 0.26 0.19 0.23

D3 0.14 0.26 0.06
El 41.77 0 66.98
K2 0 0 35.17

K3 7.58 7.70 7.69
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Sekil 4.28 L. plantarum EIR/IF-1 susuna ait PM nin organik asit kromatogrami
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Sekil 4.29 L. curvatus EIR/DG-1 susuna ait PM’nin organik asit kromatogrami
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Sekil 4.30 L. curvatus EIR/BG-2 susuna ait PM’nin organik asit kromatogrami
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PM’lerin yag asiti igeriklerinin analizi amaciyla Cizelge 4.6’da sunulan 37 farkli yag

asiti test edilmistir.

Cizelge 4.6 Calisma kapsaminda analiz edilen yag asitleri

C4:0 Methyl butyrate (623-42-7), 4%
C6:0 Methyl caproate (106-70-7), 4%
C8:0 Methyl caprylate (111-11-5), 4%
C10:0 Methyl decanoate (110-42-9), 4%
C11:0 Methyl undecanoate (1731-86-8), 2%
n C12:0 Methyl dodecanoate (111-82-0), 4%
C13:0 Methyl tridecanoate (1731-88-0), 2%
n C14:0 Methyl myristate (124-10-7), 4%
n C14:1 cis-9 Methyl myristoleate (56219-06-8), 2%
C15:0 Methyl pentadecanoate (7132-64-1), 2%
C15:1 cis-10 Methy| pentadecenoate (90176-52-6), 2%
C16:0 Methyl palmitate (112-39-0), 6%
C16:1 cis-9 Methyl palmitoleate (1120-25-8), 2%
C17:0 Methyl heptadecanoate (1731-92-6), 2%
C17:1 cis-10 Methy!| heptadecenoate (75190-82-8), 2%
16 C18:0 Methyl stearate (112-61-8), 4%
C18:1 trans-9 Methyl octadecenoate (1937-62-8), 2%
C18:1 cis-9 Methyl oleate (112-62-9), 4%
C18:2 trans-9,12 Methyl linolelaidate (2566-97-4), 2%
C18:2 cis-9,12 Methyl linoleate (112-63-0), 2%
C20:0 Methyl arachidate (1120-28-1), 4%
C18:3 cis-6,9,12 Methyl linolenate (16326-32-2), 2%
C20:1 cis-11 Methyl eicosenoate (2390-09-2), 2%
C18:3 cis-9,12,15 Methyl linolenate (301-00-8), 2%
C21:0 Methyl heneicosanoate (6064-90-0), 2%
26 C20:2 cis-11,14 Methyl eicosadienoate (2463-02-7), 2%
C22:0 FAME Methyl behenate (929-77-1), 4%
C20:3 cis-8,11,14 Methyl eicosatrienoate (21061-10-9), 2%
C22:1 cis-13 Methyl erucate (1120-34-9), 2%
C20:3 cis-11,14,17 Methyl eicosatrienoate (55682-88-7), 2%
C20:4 cis-5,8,11,14 Methyl arachidonate (2566-89-4), 2%
C23:0 Methyl tricosanoate (2433-97-8), 2%
C22:2 cis-13,16 Methyl docosadienoate (61012-47-3), 2%
C24:0 Methyl lignocerate (2442-49-1), 4%
C20:5(all-cis-5,8,11,14,17) Methyl eicosapentaenoate (2734-47-6), 2%
C24:1 cis-15 Methyl nervonate (2733-88-2), 2%
C22:6 Methyl docosahexaenoate (2566-90-7), 2%
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Her bir yag asitinin standart kromatogramina (Sekil 4.31) gore elde edilen veriler
neticesinde, sadece stearik asit (C18: 0; % 0.087) ve palmitik asit (C16: 0; % 0.032) tim
PM’lerde tespit edilmistir. Oleik asit (C18: 1, cis-9; % 0.014) ise sadece EIR/DG-1
susundan elde edilen PM igeriginde belirlenmistir. Her bir bakterinin PM’sine ait yag

asiti kromatogramlar1 Sekil 4.32-34’de sunulmustur.
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Sekil 4.32 L. plantarum EIR/IF-1 susuna ait PM’nin FAME kromatogrami
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Sekil 4.33 L. curvatus EIR/DG-1 susuna ait PM’nin FAME kromatogrami
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Sekil 4.34 L. curvatus EIR/BG-2 susuna ait PM’nin FAME kromatogrami
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5. TARTISMA ve SONUC

Insanlar iizerinde en ¢ok calisilan biyofilmlerden biri olan dental biyofilmin ve bu
biyofilmle iliskili bulasici hastaliklarin kontrolii 6nemli bir kiiresel sorun olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Jiao vd. 2019, Choudhary vd. 2020). Insan dis sert dokularma
yapisan karyojenik bakteri tiirleri arasinda bulunan Streptokoklar, dis plaklarinin
olusumu ve dis ¢iriklerinin gelismesinde rol oynamasit nedeniyle bilimsel
arastirmalarin merkezinde yer almaktadir (Rathee ve Sapra 2021). Dis yiizeyinde
biyofilm olusumunu takiben biyofilm icerisinde yerlesen bu bakterinin canli hiicreleri
ise antimikrobiyal maddelere, zorlu ortamlara ve konakg¢t bagisiklik savunma
mekanizmalarma gili¢lii bir sekilde direngli hale gelmekte ve bu da biyofilm ile iliskili
dis clitirigii basta olmak {lizere bulasici hastaliklarin kontrol edilmesini oldukga
zorlagtirmaktadir (Zhang vd. 2011). Bu nedenle, ozellikle gii¢lii biyofilm olusturan
bakterilerin kontrolii i¢in tasarlanacak yeni bir stratejinin; toplam karyojenik biyofilm
miktarinin azaltilmasina yonelik olmasi onerilmektedir. Ticari tirlinlerde yaygin olarak
kullanilan kimyasal maddelerin yan etkilere sahip olmasindan dolay1 son galismalar,
dogal bilesiklerin S. mutans’in canli hiicre ve biyofilm olusumunu azaltarak dis
ciiriiklerini onlemedeki etkinligi {izerine odaklanmistir (Chen vd. 2020). Bitkilerden
elde edilen fito-kimyasallar dis ¢iirigliniin 6nlenmesinde gliglii sonuglar gosterse de,
birgok bitki bazli ajan insan hiicrelerine de toksisite gosterebilmektedir (Bodiba vd.
2018). Dolayisiyla, yeni ve etkili dogal bilesikler dahil olmak tiizere fonksiyonel
antimikrobiyal ajanlarin gelistirilmesine yonelik hala kargilanmamis bir ihtiyag

bulunmaktadir.

Son yillarda, dis ¢iiriiklerinin 6nlenmesi i¢in belirli probiyotiklerin uygulanmasina olan
ilgi hizla artmaktadir. Bugiine kadar, bircok mikroorganizma Kkaryojenik patojenlere
kars1 olan giiglii antibakteriyel, antibiyofilm ve antioksidan aktiviteleri agisindan
degerlendirilmis (Wasfi vd. 2018, Jeong vd. 2018, Hasslof ve Stecksén-Blicks 2020) ve
tabletler, pastiller ve sakizlar dahil olmak iizere ¢esitli dis bakimi {iriinlerinin igerigine
dahil edilmislerdir (Suzuki vd. 2014, Yang vd. 2021). Ancak, probiyotiklerin 6zellikle
agiz boslugunda etkilerini gosterebilmeleri icin hayatta kalma ve kolonilesme

sinirlamalarinin istesinden gelmeleri olduk¢a 6nemli kabul edilmektedir (Chen vd.
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2020). Canliliga bagli temel sorunlarin iistesinden gelmek amaciyla, probiyotiklerin
patojenler iizerindeki temel etki mekanizmasinin metabolizma sirasinda firettikleri
maddeler olan, antimikrobiyal peptitler, organik asitler ve hidrojen peroksit gibi
biyoaktif bilesiklerin iiretimine dayandigi dikkate alindiginda, PM’lerin de
probiyotiklerin yerine kullanilabilecegi fikri yayginlagsmaktadir (Ohshima vd. 2019).
Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda da, ti¢ farkli Lactobacillus spp. susundan elde
edilen PM’lerin S. mutans’a karsi etkinlikleri hiicre canliligt ve biyofilm giderimi
acisindan degerlendirilmistir. En yiiksek antibakteriyel aktivite, bir insan mikrobiyota
izolati olan L. plantarum EIR/IF-1’den elde edilen PM’de gozlemlenmistir. Tim
PM’lerin aktivitesi notralizasyonla tamamen yok olmus ve asidifikasyonla ilgili bir
inhibisyon aktivitesine sahip olduklar1 anlasilmistir. Sonuglar, Weissella cibaria (Lim
vd. 2018), L. kefiranofaciens (Jeong vd. 2018) ve L. reuteri (Yang vd. 2021) suslarinin
hiicresiz  kiiltiir ~ siipernatantlarinin  periodontal patojenlere karst sergiledikleri

antibakteriyel aktivite ile benzer bulunmustur.

Dis ciiriiklerinin, S. mutans’in etki ettigi biyofilm bagimli dis hastaliklarindan biri
oldugu kabul edilmektedir (Jeong vd. 2018). Dis ciiriiklerinin patogenezinde biyofilm
olusumu Onemli bir virlilans faktorii olarak kabul edilmektedir. Biyofilmler
iginde/lizerinde biiyiime yetenegi, patojen bakterilere hem segici bir avantaj hem de
biyofilm tabakasi nedeniyle hedef bolgeye ulasamayan hemen hemen tiim terapdtik
ajanlar i¢in dogustan gelen bir direng saglamaktadir (Hall-Stoodley ve Stoodley 2005).
Bu nedenle, iimit verici ve gii¢lii bir tedaviden beklenen birincil etki, sadece patojenleri
hedeflemesi degil, ayn1 zamanda karyojenik biyofilm olusumunu kontrol etmesi
olmaktadir. Calismamizda, li¢ farkli Lactobacillus spp. susu tarafindan iiretilen
PM’lerin S. mutans biyofilm olusumu {izerindeki etkinlikleri ti¢ farkli yaklasim
kullanilarak degerlendirilmistir. Antimikrobiyal aktivite gosteren iic PM arasinda, bal
aris1 bagirsak mikrobiyotasi kaynakli EIR/BG-2 susundan elde edilen PM’nin, birlikte
inkiibasyon ve 6n muamele islemini takiben en giiclii antibiyofilm aktivite sergiledigi
kanitlanmistir. Onceden olusan biyofilmin gideriminde en etkili bulunan PM ise, yunus
bagirsagi mikrobiyotasindan elde edilen EIR/DG-1 susuna ait bulunmustur. Ilaveten,
SEM ve Lazer Taramali Konfokal Mikroskobu analizleri de, PM’ler ile muamele

sonucunda S. mutans biyofilmindeki ag benzeri yapmin azaldigini ortaya koymustur.
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PM’lerin S. mutans biyofilm olusumu tizerindeki etkisini daha fazla dogrulayabilmek
amaciyla, bir ex vivo dis modeli olusturulmus ve EIR/DG-1den tiiretilen PM’nin daha
koruyucu oldugu bulunmustur. Yunus bagirsagi mikrobiyotasindan izole edilen L.
curvatus’tan elde edilen PM’nin dis modellerinde dis plaklar tizerindeki inhibe edici

etkisine iliskin bir rapora literatiirde rastlanmamustir.

Streptococcus mutans, biyofilm olusturmak yetersayr algilama (QS) sistemleri, yiizey
adezinleri, hiicre dis1 polisakkaritler ve glukan baglayici proteinler dahil olmak {izere
birgok viriilans faktor sergilemektedir (KrzysSciak vd. 2014). Bu faktorler dikkate
alinarak PM’lerin S. mutans’in biyofilm olusumu iizerindeki mekanizmasini anlamak
amaciyla, karyojenik biyofilm olusumunu destekleyen bazi temsili genlerin ifade
seviyelerini incelenmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan gtfC geni, S. mutans
hiicrelerinin dis yiizeylerine baglanmasi i¢in siikrozdan glukanlar1 sentezleyen bir
virtilans faktorii olan glukosiltransferaz C enzimini kodlamaktadir (Koo vd. 2010). Elde
edilen veriler gore test edilen tim PM’lerin varliginda S. mutans hiicrelerinde suda
¢ozlinmeyen glukan sentezleyen genin (gtfC) ifadesinde 6nemli bir azalma tespit
edilmistir. Coziinmeyen glukan sentezi azaltildiginda veya yok edildiginde, S. mutans
biyofilm olusumunun azalmasi indiiklenebilmekte bu da patogenezi etkileyebilmektedir
(Jeon vd. 2009). Dolayisiyla, gtfC gen ifadesinin azalmasi, test edilen PM’lerin
antibiyofilm etkisini agiklayabilmektedir. Elde edilen veriler benzer sekilde, gtfC
ifadesinde ve ayni zamanda yapiskan S. mutans hiicrelerinde onemli bir azalma,
Lactobacillus sp. suslarindan elde edilen PM’lerin kullanilmasi neticesinde de
gozlemlenmistir (Wasfi vd. 2018). Ayrica, L. fermentum tarafindan {retilen
biyosiirfektanlarin da S. mutans gtfB/C gen ifadesini azattiklari rapor edilmistir
(Tahmourespour vd. 2011). GtfC genine ek olarak, PM’lerin comA ve comX ifade
seviyeleri lizerindeki etkisi de degerlendirilmistir. Hiicreden hiicreye sinyallesmede yer
alan QS sisteminin merkezi bilesenine, bir yeterlilik uyarici peptit (CSP) feromon
aracilik etmektedir. CSP’ye 0zgii bir hiicre disina aktarma aparati, COmMA tarafindan
kodlanan bir ATP baglayici1 kaset (ABC) tasiyicisindan (COmA) olusmaktadir (Lemos
vd. 2019). Ayrica, QS yolagt ComX tarafindan kodlanan alternatif sigma faktorii comX
araciligiyla yetkinlik aktivasyonundan direk olarak sorumludur. Tez ¢alismasi

neticesinde elde edilen veriler, PM’lerin, S. mutans’in QS mekanizmasi igin 6nemli olan
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bu diizenleyici genlerin ifadelerini baskiladigini1 gostermistir. Genel olarak, S. mutans’in
QS mekanizmasi ve viriilanst i¢in 6nemli olan anahtar genlerin asagi regiilasyonu,
PM’lerin direk olarak biyofilm giderici dolayli olarak ise ¢iiriik onleyici etkisine isaret
etmekte ve umut vaad etmektedir. Sonuglarimiza benzer sekilde, probiyotikler
tarafindan iiretilen laktik asit, kisa zincirli AHL iiretimini ve QS tarafindan diizenlenen
biyofilm olusumunu baskilayarak QS iizerinde inhibe edici bir etki goOstermistir

(Kiymaci vd. 2018).

Probiyotikler — agiz  boslugunda  yararli  etkilerini  ¢esitli ~ mekanizmalarla
sergilemektedirler. Bilinen bu temel mekanizmalarin basinda; organik asitler, hidrojen
peroksit, yag asitleri ve bunlara kiyasla olduk¢a spesifik olan bakteriyosinler ve
enzimler (amilaz, lipaz) gibi ¢ok farkli ¢esitlilik sergileyen metabolik son {iriinlerin
patojenik bakterilerin aktivitesini ve hedef ylizeylere yapismasini engellemesi, ardindan
QS ile ilgili biyofilm olusumunu bloke etmesi, biyofilm biitiinligiine/kalitesine
miidahale ederek biyofilm eradikasyonuna yol agmasi yer almaktadir (Barzegari vd.
2020). Dolayisiyla PM’lerin S. mutans ile nasil etkilesime girecegini tanimlayabilmek
amaciyla benzersiz metabolik profillerini de tanimlamak 6nem arz etmektedir. Bu
nedenle, yararli etkilerde yer alan metabolit spektrumu hakkinda fikir sahibi olabilmek
amaciyla, kromatografik teknikler ve MS kullanilarak PM’lerin metabolit igerikleri
analiz edilmistir. HPLC analizi, PM’lerde gen ifadesi seviyesinde AHL iiretimine
miidahale edebilen ve biyofilm olusumunu engelleyebilen QS antagonistleri olan farkl
organik asitlerin varligin1 dogrulamistir (Lopes vd. 2017). PM’lerin bilesenlerini
acikliga kavusturmak amaciyla doymus ve doymamis yag asitleri de analiz edilmistir.
Test edilen FAME’ler arasinda yer alan oleik asit, Lim vd. (2018) tarafindan
antibakteriyel aktiviteden sorumlu olabilecek bir metabolit olarak belirtilmistir.
Tanimladigimiz vitaminlerden B kompleksleri ise, enerji metabolizmasindaki enzimler
icin onemli katalizor gorevi gorebilecek en yaygin vitaminler olarak degerlendirilmistir
(Peluzio vd 2021). Calismamiza benzer sekilde, laktik asit bakterilerinin konakg1
mekanizmalarin etkileyen gesitli vitaminler sentezledigi bir¢ok ¢aligmada bildirilmistir
(Rajakovich ve Balskus 2019).
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Bu tez galismasi kapsaminda, Lactobacillus spp. suslarindan elde edilen PM’lerin,
organik asit icerigine bagli olarak S. mutans gelisimini inhibe ettikleri, QS ve viriilans
ile ilgili genlerin asag1 regiilasyonu yoluyla da karyojenik biyofilm olusumunun
azaltilmasi yoniinde faydalar sunduklar tespit edilmistir. Elde edilen veriler; biyolojik
olarak aktif ve islevsel molekiiller iceren PM’lerin, dis clirigii patogenezinin
onlenmesinde yeni, dogal ve gilivenli bir strateji olarak tasarlanabilecegine isaret
etmektedir. PM’lerin essiz igerikleri ve biyolojik aktivitelerinin yani sira antibiyotik
direncini  onleyerek biyofilm olusumunu kontrol etmeye yardimci olabilme
potansiyelleri dental {irlinlere entegrasyonlari i¢in umut vaad etmektedir. Sonug olarak,
PM’ler gelecekte basta dis ciiriiklerinin yonetimi olmak {izere agiz ve dis sagligi

alaninda 6nemli katkilar saglayabilecektir.

87



KAYNAKLAR

Abranches, J., Zeng, L., Kajfasz, J.K., Palmer, S., Chakraborty, B., Wen, Z.Z.,
Richards, V.P., Brady, L.J. and Lemos, J.A. 2018. Biology of oral streptococci.
Microbiology Spectrum, 6, 12.

Adil, M., Singh, K., Verma, P.K. and Khan, A.U. 2014. Eugenol-induced suppression of
biofilm-forming genes in Streptococcus mutans: An approach to inhibit biofilms.
Journal of Global Antimicrobial Resistance, 2(4), 286-292.

Aguilar-Toala, J.E., Garcia-Varela, R., Garcia, H.S., Mata-Haro, V., Gonzalez-Cérdova,
AF., Vallejo-Cordoba, B. and Hernandez-Mendoza, A. 2018. Postbiotics: An
evolving term within the functional foods field. Trends in Food Science and
Technology, 75, 105-114.

Ahn, K.B., Baik, J.E., Park, O.J., Yun, C.H. and Han, S.H. 2018. Lactobacillus
plantarum lipoteichoic acid inhibits biofilm formation of Streptococcus mutans.
PLOS ONE, 13(2), 1-16.

Ahn, S.J., Wen, Z.T. and Burne, R.A. 2007. Effects of oxygen on virulence traits of
Streptococcus mutans. Journal of Bacteriology, 189(23), 8519-8527.

Ahn, S.J., Ahn, S.J., Wen, Z.T., Brady, J. and Burne, R.A. 2008. Characteristics of
biofilm formation by Streptococcus mutans in the presence of saliva. Infection and
Immunity, 76(9), 4259-4268.

Alshahrani, A.M. and Gregory, R.L. 2020. In vitro cariostatic effects of cinnamon water
extract on nicotine-induced Streptococcus mutans biofilm. BMC Complementary
and Alternative Medicine, 20, 1-9.

Anonymous. 2015. https://www.bakerstreetdental.com Erigim Tarihi: 20.04.2021

Anonymous 2016. FDI policy statement on oral health for healthy ageing: Adopted by
the FDI General Assembly: 24 September 2015, Bangkok, Thailand. International
Dental Journal, 66(1), 7-8.

Bagramian, R.A., Garcia-Godoy, F. and Volpe, A.R. 2009. The global increase in dental
caries. A pending public health crisis. American Journal of Dentistry, 22(1), 3-8.

Baker, J.L., Faustoferri, R.C. and Quivey, R.G. 2017. Acid-adaptive mechanisms of
Streptococcus mutans—the more we know, the more we don’t. Molecular Oral
Microbiology, 32(2), 107-117.

Barzegari, A., Kheyrolahzadeh, K., Mahdi, S., Khatibi, H., Sharifi, S., Memar, M.Y.

and Vahed, S.Z. 2020. The battle of probiotics and their derivatives against
biofilms. Infection and Drug Resistance, 13, 659-672.

88



Bender, G.R., Sutton, S.V.W. and Marquis, R.E. 1986. Acid tolerance, proton
permeabilities, and membrane ATPases of oral streptococci. Infection and
Immunity, 53(2), 331-338.

Black, G.V. 1884. The formation of poisons by micro-organisms. A biological study of
the germ theory of disease. Philadelphia, PA: P. Blakiston.

Bodiba, D.C., Prasad, P., Srivastava, A., Crampton, B. and Lall, N.S. 2018.
Antibacterial activity of Azadirachta indica, Pongamia pinnata, Psidium guajava,
and Mangifera indica and their mechanism of action against Streptococcus mutans.
Pharmacogn. Mag. 14, 76.

Bowen, W.H. and Koo, H. 2011. Biology of Streptococcus mutans-derived
glucosyltransferases: Role in extracellular matrix formation of cariogenic biofilms.
Caries Research, 45(1), 69-86.

Bowen, W.H. 2002. We need to be concerned about dental caries in the coming
millennium? Critical Reviews in Oral Biology & Medicine, 13(2), 126-131.

Brady, L.J., Sarah E. M., Matthew, R.L., Nina, F., Karina, P., Champion C.D. and
H.F.J. 2010. The changing faces of Streptococcus antigen I/11 polypeptide family
adhesins. Bone, 23(1), 1-7.

Burton, J.P., Drummond, B.K., Chilcott, C.N., Tagg, J.R., Thomson, W.M., Hale, J.D.F.
and Wescombe, P.A. 2013. Influence of the probiotic Streptococcus salivarius
strain M18 on indices of dental health in children: A randomized double-blind,
placebo-controlled trial. Journal of Medical Microbiology, 62, 875-884.

Bush, R.S. and Milligan, L.P. 1971. Study of the mechanism of inhibition of
ketogenesis by propionate in bovine liver. Canadian Journal of Animal Science, 51,
121-127.

Camilli, A. and Bassler, B.L. 2006. Bacterial Small-Molecule Signaling Pathways.
Science, 311(5764), 1113-1116.

Cao, X, Ye, Q., Fan, M. And Liu, C. 2019. Antimicrobial effects of the ginsenoside
Rh2 on monospecies and multispeciescariogenic biofilms. Journal of Applied
Microbiology, 126, 740-751.

Chauhan, D.N., Singh, P.R., Shah, K. and Chauhan, N.S. 2020. Natural oral care in
dental therapy: Current and futureprospects.Natural Oral Care in Dental Therapy,
1-29.

Chen, X., Daliri, E.B.M., Kim, N., Kim, J.R., Yoo, D. and Oh, D.H. 2020. Microbial
Etiology and Prevention of Dental Caries: Exploiting Natural Products to Inhibit
Cariogenic Biofilms. Pathogens, 9(7), 569.

Cheng, L., Weir, M.D., Zhang, K., Xu, S.M., Chen, Q., Zhou, X. and Xu, H.H.K. 2012.

89



Antibacterial nanocomposite with calcium phosphate and quaternary ammonium.
Journal of Dental Research, 91(5), 460—466.

Cheng, L., Zhang, K., Weir, M.D., Liu, H., Zhou, X. and Xu, H.H.K. 2013. Effects of
antibacterial primers with quaternary ammonium and nano-silver on Streptococcus
mutans impregnated in human dentin blocks. Dental Materials, 29(4), 462—472.

Choi, H.A., Cheong, D.E., Lim, H.D., Kim,W.H., Ham, M.H., Oh, M.H., Wu, Y., Shin,
H.J. and Kim, G.J. 2017. Antimicrobial and anti-biofilm activities of the methanol
extracts of medicinal plants against dental pathogens Streptococcus mutans and
Candida albicans. Journal of Microbiology and Biotechnology, 27, 1242-1248.

Choudhary, P., Singh, S. and Agarwal, V. 2020. Microbial Biofilms, Bacterial Biofilms,
Sadik Dincer, Melis Siimengen Ozdenefe and Afet Arkut, IntechOpen,
Available from: https://www.intechopen.com/books/bacterial-biofilms/microbial-
biofilms

Cohen L.K and Jago J.D. 1976. Toward the formulation of sociodental indicators.
International Journal of Health Services, 6, 681-698.

Conrads, G., de Soet, J.J., Song, L., Henne, K., Sztajer, H., Wagner-Débler, 1. and Zeng,
A.P. 2014. Comparing the cariogenic species Streptococcus sobrinus and S. mutans
on whole genome level. Journal of Oral Microbiology, 6(1), 1-13.

Cousin, F.J., Louesdon, S., Maillard, M.B., Parayre, S., Falentin, H., Deutsch, S.M.,
Boudry, G. and Jan, G. 2012. The first dairy product exclusively fermented by
Propionibacterium  freudenreichii: a new vector to study probiotic
potentialities in vivo. Food Microbiology, 32 1, 135-146.

Derr, A.M., Faustoferri, R.C., Betzenhauser, M.J., Gonzalez, K., Marquis, R.E. and
Quivey, R.G. 2012. Mutation of the NADH oxidase gene (Nox) reveals an overlap
of the oxygen- and acid-mediated stress responses in Streptococcus mutans.
Applied and Environmental Microbiology, 78(4), 1215-1227.

Dinic, M., Lukic, J., Djokic, J., Milenkovic, M., Strahinic, 1., Golic, N. and Begovic, J.
2017. Lactobacillus fermentum postbiotic-induced autophagy as potential approach
for treatment of acetaminophen hepatotoxicity. Frontiers in Microbiology, 8, 594.

Dunne, C., O’mahony, L., Murphy, L., Thorton, G., Morrissey, D., O’halloran, S.,
Feeney, M., Flynn, S., Fitzgerald, G., Daly, C., Kiely, B., O’sullivan, G. C.,
Shanahan, F. and Colins, J. K. 2001. In vitro selection criteria for probiotic bacteria
of human origin: correlation with in vivo findings. The American Journal of
Clinical Nutrition, 73, 386-392.

Edwards, U., Rogall, T., Blocker, H., Emde, M. and Boéttger, E.C. 1989. Isolation and

direct complete nucleotide determination of entire genes. Characterization of a gene
coding for 16S ribosomal RNA. Nucleic Acids Research, 17(19), 7843-7853.

90



Ezendam, J. and Van Loveren, H. 2006. Probiotics: immunomodulation and evaluation
of safety and efficacy. Nutrition Reviews, 64, 1-14.

Fanning, S., Hall, L.J., Cronin, M., Zomer, A., MacSharry, J., Goulding, D.,
Motherway, M.O.C., Shanahan, F., Nally, K., Dougan, G. and Van Sinderen, D.
2012. Bifidobacterial surface-exopolysaccharide facilitates commensal-host
interaction through immune modulation and pathogen protection. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America, 109(6), 2108—
2113.

Fozo, E.M., Kajfasz, J.K. and Quivey, R.G. 2004. Low pH-induced membrane fatty
acid alterations in oral bacteria. FEMS Microbiology Letters, 238(2), 291-295.

Fozo, E.M. and Quivey, R.G. 2004. Shifts in the Membrane Fatty acid profile of
Streptococcus mutans enhance survival in acidic environments. Applied and
Environmental Microbiology, 70(2), 929-936.

Furusawa, Y., Obata, Y., Fukuda, S., Endo, T.A., Nakato, G., Takahashi, D., Nakanishi,
Y., Uetake, C., Kato, K. and Kato, T. 2013 Commensal microbe-derived butyrate
induces the differentiation of colonic regulatory T cells. Nature, 504, 446—450.

Giacaman, R. 2018. Sugars and beyond. The role of sugars and the other nutrients and
their potential impact oncaries. Oral Disease, 24, 1185-1197.

Guggenheim, B., Giertsen, E., Schiipbach, P. and Shapiro, S. 2001. Validation of an in
vitro biofilm model of supragingival plague. Journal of Dental Research, 80(1),
363-370.

Guo, L., McLean, J.S., Lux, R., He, X. and Shi, W. 2015. The well-coordinated linkage
between acidogenicity and aciduricity via insoluble glucans on the surface of
Streptococcus mutans. Scientific Reports, 5, 1-11.

Gupta, G. 2011. Probiotics and periodontal health. Journal of Medicine and Life, 4,
387-94.

Hall-Stoodley, L. and Stoodley, P. 2005. Biofilm formation and dispersal and the
transmission of human pathogens. Trends Microbiology, 13(1), 7-10.

Hassan, M., Javadzadeh, Y., Lotfipour, F. and Badomchi, R. 2011. Determination of
comparative minimum inhibitory concentration (MIC) of bacteriocins produced by
enterococci for selected isolates of multi-antibiotic resistant Enterococcus spp..
Advanced Pharmaceutical Bulletin, 1(2), 75-79.

Hasslof, P. and Stecksén-Blicks, C. 2020. Chapter 10: Probiotic bacteria and dental

caries. In The Impact of Nutrition and Diet on Oral Health; Zohoori, F.V.,
Duckworth, R.M., Eds.; Academic Press: London, UK, 28, 99-107.

91



Haukioaja, A., Yli-Knuuttila, H., Loimaranta, V., Kari, K., Ouwehand, A.C., Meurman,
J.H. and Tenovuo, J. 2006. Oral adhesion and survival of probiotic and other
lactobacilli and bifidobacteria in vitro. Oral Microbiol and Immunology, 21, 326—
32.

Heilmann A., Tsakos G. and Watt R.G. 2015. Oral health over the life course. In:
Burton-Jeangros C., Cullati S., Sacker A., Blane D. A life course perspective on
health trajectories and transitions. Life Course Research and Social Policies, vol 4.
Springer, Cham.

Hirzy, J.W., Connett, P., Xiang, Q., Spittle, B. and Kennedy, D. 2018. Developmental
neurotoxicity of fluoride: A quantitative risk analysis toward establishing a safe
dose for children. In Neurotoxins; McDuffie, J.E., Ed.; IntechOpen: London, UK,
ISBN 978-1-78923-168-7.

Hoarau, C., Martin, L., Faugaret, D., Baron, C., Dauba, A., Aubert-Jacquin, C., Velge-
Roussel, F. and Lebranchu, Y. 2008. Supernatant from Bifidobacterium
differentially modulates transduction signaling pathways for biological functions of
human dendritic cells. PLOS ONE, 3, e2753.

Homayouni, R.A., Aghebati, M.L., Samadi, K.H. and Abbasi, A. 2020. Postbiotics: A
novel strategy in food allergy treatment. Critical Reviews in Food Science and
Nutrition, 1-8.

Huang, R., Li, M. and Gregory, R.L. 2011. Bacterial interactions in dental biofilm.
Virulence, 2(5), 435-444.

Jensen, G., Benson, K., Carter, S. and Endres, J. 2010. GanedenBC30 cell wall and
metabolites: Anti-inflammatory and immune modulating effects in vitro. BMC
Immunollogy, 11, 15.

Jeon, J.G., Klein, M.I., Xiao, J., Gregoire, S., Rosalen, P.L. and Koo, H. 2009.
Influences of naturally occurring agents in combination with fluoride on gene
expression and structural organization of Streptococcus mutans in biofilms. BMC
Microbiology, 9, 228.

Jeon, J.G., Rosalen, P.L., Falsetta, M.L. and Koo, H. 2011. Natural products in caries
research: Current (limited) knowledge, challenges and future perspective. Caries
Research, 45(3), 243-263.

Jeong, D., Kim, D.H., Song, K.Y. and Seo, K.H. 2018. Antimicrobial and anti-biofilm
activities of Lactobacillus kefiranofaciens DD2 against oral pathogens. Journal of
Oral Microbiology, 10(1).

Jiao, Y., Tay, R.F, Niu, L. and Chen, J. 2019. Advancing antimicrobial strategies for

managing oral biofilm infections. International Journal of Oral Science, 11 (3) 28
115-118.

92



Jose, J.E., Padmanabhan, S. and Chitharanjan, A.B. 2013. Systemic consumption of
probiotic curd and use of probiotic toothpaste to reduce Streptococcus mutans in
plaque around orthodontic brackets. American Journal of Orthodontics and
Dentofacial Orthopedics, 144(1), 67—72.

Karoly, M., Gabor, N. Adam and N. Andrea, B. 2019. Characteristics, diagnosis and
treatment of the most commonbacterial diseases of the oral cavity. Orvosi Hetilap,
160, 739-746.

Keller, M.K., Bardow, A., Jensdottir, T., Lykkeaa, J. and Twetman, S. 2012. Effect of
chewing gums containing the probiotic bacterium Lactobacillus reuteri on oral
malodour. Acta Odontologica Scandinavica, 70, 246-250.

Khodaii, Z., Ghaderian, S.M. H. and Natanzi, M.M. 2017. Probiotic Bacteria and their
supernatants protect enterocyte cell lines from enteroinvasive Escherichia coli
(EIEC) invasion. International Journal of Molecular and Cellular Medicine, 6, 183—
189.

Kiymaci, M.E., Altanlar, N., Gumustas, M., Ozkan, S.A. and Akin, A., 2018. Quorum
sensing signals and related virulence inhibition of Pseudomonas aeruginosa by a
potential probiotic strain’s organic acid. Microbial Pathogenesis, 121, 190-197.

Kolenbrander, P.E., Andersen, R.N., Blehert, D.S., Egland, P.G., Foster, J.S. and
Palmer, R.J. 2002. Communication among oral bacteria. Microbiology and
Molecular Biology Reviews, 66(3), 486-505.

Konstantinov, S.R., Kuipers, E.J. and Peppelenbosch, M.P. 2013. Functional genomic
analyses of the gut microbiota for crc screening. Nature Reviews Gastroenterology
and Hepatology, 10(12), 741-745.

Koo, H., Xiao, J., Klein, M.1. and Jeon, J.G. 2010. Exopolysaccharides produced by
Streptococcus mutans glucosyltransferases modulate the establishment of
microcolonies within multispecies biofilms. Journal of Bacteriology 192(12),
3024-3032.

Krzysciak, W., Jurczak, A., Koscielniak, D., Bystrowska, B. and Skalniak, A. 2014. The
virulence of Streptococcus mutans and the ability to form biofilms. European
Journal of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, 33(4), 499-515.

Lee, M.R, Tsai, C.J., Teng, S.H. and Hsueh, P.R. 2015. Identification of Weissella
species by matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry, Frontiers in Microbiology, 6, 1246-1251.

Leme, A.F., Koo, H., Bellato, C.M., Bedi, G. and Cury, J.A. (2006). The role of sucrose

in cariogenic dental biofilm formation - New insight. Journal of Dental Research,
85(10), 878-887.

93



Lemos, J.A., Palmer, S.R., Zeng, L., Wen, Z. T., Kajfasz, J.K., Freires, I.A., Abranches,
J. and Brady, L.J. 2019. The biology of Streptococcus mutans. Gram-Positive
Pathogens, 7(1), 435-448.

Liao, S., Klein, M., Heim, K., Fan, Y., Bitoun, J., Ahn, S.J., Burne, R.A., Koo, H.,
Brady, L.J. and Wen, Z.T. 2014. Streptococcus mutans extracellular DNA is
upregulated during growth in biofilms, actively released via membrane vesicles,
and influenced by components of the protein secretion machinery. Journal of
Bacteriology, 196, 2355-2366.

Li, Y.H., Tian, X.L., Layton, G., Norgaard, C. and Sisson, G. 2008. Additive
attenuation of virulence and cariogenic potential of Streptococcus mutans by
simultaneous inactivation of the ComCDE quorum-sensing system and HK/RR11
two-component regulatory system. Microbiology, 154(11), 3256—3265.

Li, Y.H., Lau, P.C.Y., Lee, J.H., Ellen, R.P. and Cvitkovitch, D.G. 2001. Natural
genetic transformation of Streptococcus mutans growing in biofilms. Journal of
Bacteriology, 183(3), 897—908.

Li, Y.H,, Lau, P.C.Y., Tang, N., Svensiter, G., Ellen, R.P. and Cvitkovitch, D.G. 2002.
Novel two-component regulatory system involved in biofilm formation and acid
resistance in Streptococcus mutans. Journal of Bacteriology, 184(22), 6333-6342.

Lilly, D.M. and Stillwell, R.H. 1965. Probiotics: Growth-promoting factors produced by
microorganisms. Science, 147, 747-748.

Lim, H.S,, Yeu, J.E., Hong, S.P. and Kang, M.S. 2018. Characterization of antibacterial
cell-free supernatant from oral care probiotic Weissella cibaria, CMU. Molecules,
23,1984,

Lin, X., Chen, X., Tu, Y., Wang, S. and Chen, H. 2017. Effect of probiotic lactobacilli
on the growth of Streptococcus mutans and multispecies biofilms isolated from
children with active caries. Medical Science Monitor, 23, 4175-4181.

Loesche, W.J. 1986. Role of Streptococcus mutans in human dental decay.
Microbiological Reviews, 50(4), 353-380.

Lopes, E.G. 2017. Topical application of probiotics in skin: adhesion, antimicrobial and
antibiofilm in vitro assays. Jurnal of Applied Microbiology, 122(2), 450-461.

Lu, M., Xuan, S. and Wang, Z. 2019. Oral microbiota: A new view of body health.
Food Science and Human Wellness, 8, 8-15.

Marsh, P. and Martin, M. 2009. Oral microbiology (5th ed). Elsevier.

Marsh, P., Martin, M.V. and Lewis, M.A. 2009. Oral Microbiology. China, Churchill
Livingstone.

94



Marsh, P. and Zaura, E. 2017. Dental biofilm: Ecological interactions in health and
disease. Journal of Clinical Periodontology, 44, 12-22.

Marsh, P.D. and Bradshaw, D.J. 1995. Dental plaque as a biofilm. Journal of Industrial
Microbiology, 15(3), 169-175.

Marquis, R.E. 1995. Oxygen metabolism, oxidative stress and acid-base physiology of
dental plaque biofilms. Journal of Industrial Microbiology, 15(3), 198-207.

Marzec, A. and Feleszko, W. 2020. Postbiotics—A Step Beyond Pre- and Probiotics.
Nutrients, (14) 1-17.

Mathur, H., Field, D., Rea, M. C., Cotter, P.D., Hill, C. and Ross, R.P. 2018. Fighting
biofilms with lantibiotics and other groups of bacteriocins. Natour Partner Journals
Biofilms and Microbiomes, 4(1), 1-13.

Matsui, R. and Cvitkovitch, D. 2010. Acid tolerance mechanisms utilized by
Streptococcus mutans. Future Microbiology, 5(3), 403-417.

Meurman, J.H. 2005. Probiotics: do they have a role in oral medicine and dentistry?
European Journal of Oral Science, 113, 188-96.

Minocha, A. 2009. Probiotics for preventive health. Nutrition in Clinical Practice, 24,
227-41.

Mohammedsaeed, W., McBain, A.J., Cruickshank, S.M. and O’Neill, C.A. 2014.
Lactobacillus rhamnosus GG inhibits the toxic effects of Staphylococcus aureus
on epidermal keratinocytes. Applied and Environmental Microbiology, 80(18),
5773-5781.

Moradi, M., Kousheh, S.A., Almasi, H., Alizadeh, A., Guimardes, J.T., Yilmaz, N. and
Lotfi, A. 2020. Postbiotics produced by lactic acid bacteria: The next frontier in
food safety. Comprehensive Reviws Food in Science and Food Safety, 19(6),3390—
3415.

Moradi, M., Mardani, K. and Tajik, H. 2019. Characterization and
application ~ of  postbiotics of  Lactobacillus  spp. on  Listeria
monocytogenes in vitro and in food models. LWT-Food Science and
Technology, 111, 457-464.

Nadelman, P., Monteiro, A., Balthazar, C.F., Silva, H.L.A., Cruz, A.G., de Almeida
Neves, A., Fonseca-Gongalves and A., Maia, L.C. 2019. Probiotic fermented
sheep’s milk containing Lactobacillus casei 01: Effects on enamel mineral loss and
Streptococcus counts in a dental biofilm model. Journal of Functional Foods, 54,
241-248.

Nakamura, F., Ishida, Y., Sawada, D., Ashida, N., Sugawara, T., Sakai, M. and
Fujiwara, S. 2016. Fragmented lactic acid bacteria cells activate peroxisome

95



proliferator-activated receptors and ameliorate dyslipidemia in obese mice. Journal
of Agricultural and Food Chemistry, 65, 2549-2559.

Nakano, K., Nomura, R. and Ooshima, T. 2008. Streptococcus mutans and
cardiovascular diseases. Japanese Dental Science Review, 44(1), 29-37.

Nakano, K. and Ooshima, T. 2009. Serotype classification of Streptococcus mutnas and
its detection outside the oral cavity. Future Microbiology, 891-902.

Nataraj, B.H., Ali, S.A., Bahare, P.V. and Yadav, H. 2020. Postbiotics-parabiotics: the
new horizons in microbial biotherapy and functional foods. Microbial Cell
Factories, 19, 168.

Nyvad, B., and Fejerskov, O. 1987. Scanning electron microscopy of early microbial
colonization of human enamel and root surfaces in vivo. European Journal of Oral
Sciences, 95(4), 287-296.

Ohshima, T., Kawai, T. and Maeda, N. 2019. Bacterial cell-free probiotics using
effective substances produced by probiotic bacteria, for application in the oral
cavity, prebiotics and probiotics - potential benefits in nutrition and health, Elena
Franco-Robles and Joel Ramirez-Emiliano, IntechOpen, 10.5772/intechopen.89008

Onbas, T., Osmanagaoglu, O. and Kiran, F. 2019. Potential properties of Lactobacillus
plantarum F-10 as a bio-control strategy for wound infections. Probiotics and
Antimicrobial Proteins, 11(4), 1110-1123.

Osborne, C.A., Galic, M., Sangwan, P. and Janssen, P.H. 2005. PCR-generated artefact
from 16S rRNA gene-specific primers. FEMS Microbiology Letters, 248(2), 183—
188.

Palmer, S.R., Ren, Z., Hwang, G., Liu, Y., Combs, A., Soderstrom, B., Lara Vasquez,
P., Khosravi, Y., Brady, L.J. and Koo, H. 2019. Streptococcus mutansyidC1 and
yidC2 impact cell envelope biogenesis, the biofilm matrix and biofilm biophysical
properties . Jurnal of Bacteriology, 201.

Peluzio, M.C.G., Martinez, J. A. and Milagro, F.I. 2021. Postbiotics: metabolites and
mechanisms involved in microbiota-host interactions. Trends Food Science andd
Technology 108, 11-26.

Peres, M.A., Macpherson, L.M.D., Weyant, R.J., Daly, B., Venturelli, R., Mathur,
M.R., Listl, S., Celeste, R.K. and Guarnizo-Herreno, C.C., Kearns, C., 2019. Oral
diseases: A global public health challenge. Lancet, 394, 249-260.

Pessan, J.P., Silva, S.M.B., Lauris, J.R.P., Sampaio, F.C., Whitford, G.M. and Buzalaf,

M.A.R. 2008. Fluoride uptake by plaque from water and from dentifrice. Journal of
Dental Research, 87(5), 461-465.

96



Petersen, P.E. 2003. The World Oral Health Report 2003: Continuous improvement of
oral health in the 21st century - The approach of the WHO Global Oral Health
Programme. Community Dentistry and Oral Epidemiology, 31 (1), 3-24.

Philip, N., Leishman, S.J., Bandara, H. and Walsh, L.J. 2019. Polyphenol-rich cranberry
extracts modulate virulence of Streptococcus mutans-Candida albicans biofilms
implicated in the pathogenesis of early childhood caries. International Journal of
Paediatric Dentistry, 41, 5662

Pitts, N.B., Zero, D.T., Marsh, P.D., Ekstrand, K., Weintraub, J.A., Ramos-Gomez, F.,
Tagami, J., Twetman, S., Tsakos, G. and Ismail, A. 2017. Dental caries. Nature
Reviews Disease Primers, 3, 1-16.

Piwat, S., Pahumunto, N., Srisommai, P., Mapaisansin, C. and Teanpaisan, R. 2019.
Effect of probiotic delivery vehicles for probiotic Lactobacillus rhamnosus SD11 in
caries prevention: A clinical study. Journal Food Process, 43, e14147.

Rajakovich, L.J. and Balskus, E.P. 2019. Metabolic functions of the human gut
microbiota: The role of metalloenzymes. Natural Product Reports, 36(4), 593-625.

Ramanujam, P., Poorni, S., Srinivasan, M.R. and Sureshbabu, N.M. 2019. Probiotics in
dental caries prevention. Indian Journal of Nutrition Dietetics, 56, 84.

Rathee, M. and Sapra A. 2021. Dental Caries. In: StatPearls [Internet]. Treasure Island
(FL): StatPearls Publishing. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK551699

Razi, M.A., Qamar, S., Singhal, A., Mahajan, A., Siddiqui, S., and Minz, R.S.M. 2020.
Role of natural salivary defenses in the maintenance of healthy oral microbiota in
children and adolescents. Journal of Family Medicine and Primary Care, 9, 1603.

Reid, G., Younes, J.A., Van Der Mai H.C., Gloor, G.B., Knight, R. and Buscher, H.J.
2011. Microbiota restoration: natural and supplemented recovery of human
microbial communities. Natue Reviews Microbiology, 9, 27-38.

Righolt, A.J., Jevdjevic, M., Marcenes, W. and Listl, S. 2018. Global-, Regional-, and
Country-Level Economic Impacts of Dental Diseases in 2015. Journal of Dental
Research, 97(5), 501-507.

Russell, R.R. 2009. Changing concepts in caries microbiology. American Journal of
Dentistry, 22(5), 304-310.

Sakaue, Y., Takenaka, S., Ohsumi, T., Domon, H., Terao, Y. and Noiri, Y. 2018. The
effect of chlorhexidine on dentalcalculus formation: An in vitro study. BMC Oral
Health, 18, 52.

Sambrook, J. and Russell, D.W. 2001. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 162, New York.

97



Savadogo, A., Cheik, A.T.O., Bassole, H.N.I. and Traore, A.S. 2004. Antimicrobial
activities of lactic acid bacteria strains isolated from Burkina faso fermented milk.
Pakistan Journal of Nutrition, 3, 1174-1179.

Scharnow, A.M., Solinski, A.E. and Wuest, W.M. 2019. Targeting: S. mutans biofilms:
A perspective on preventing dental caries. MedChemComm, 10(7), 121-126.

Schwalbe, R., Steele-Moore, L. and Goodwin A.C. 2007. Antimicrobial susceptibility
testing protocols. Boca Raton, Fla, USA: CRC Press.

Seminario-Amez, M., Lopez-Lopez , J., Estrugo-Devesa, A., Ayuso-Montero, R. and
Jane- Salas, E. 2017. Probiotics and oral health. Medicina Oral Patologia Oral
Cirugia, 22, 282-288.

Servin, A.L. 2004. Antagonistic activities of lactobacilli and bifidobacteria against
microbial pathogens. FEMS Microbiology Reviews, 28, 405-440.

Shah, N. 2004. Probiotics and prebiotics. Agro Food Ind. Hi-Tech., 1, 13-16.

Shanker, E. and Federle, M.J. 2017. Quorum sensing regulation of competence and
bacteriocins in Streptococcus pneumoniae and mutans. Genes, 8(1).

Sharahi, J. Y., Azimi, T., Shariati, A., Safari, H., Tehrani, M. K. and Hashemi, A. 2019.
Advanced strategies for combating bacterial biofilms. Journal of Cellular
Physiology, 234(9), 14689-14708.

Shibata, Y., Yamashita, Y. and Van Der Ploeg, J.R. 2009. The serotype-specific glucose
side chain of rhamnose-glucose polysaccharides is essential for adsorption of
bacteriophage M102 to Streptococcus mutans. FEMS Microbiology Letters,
294(1), 68-73.

Sim, C.P.C., Dashper, S.G. and Reynolds, E.C. 2016 Oral microbial biofilm models and
their application to the testingof anticariogenic agents. Journal of Dentistry, 50, 1—
11.

Siqueira, J.F., Rogas, I. N., Paiva, S.S.M., Guimaraes-Pinto, T., Magalhdes, K.M. and
Lima, K.C. 2007. Bacteriologic investigation of the effects of sodium hypochlorite
and chlorhexidine during the endodontic treatment of teeth with apical
periodontitis. Oral Surgery, Oral Medicine, Oral Pathology, Oral Radiology and
Endodontology, 104(1), 122-130.

Stepanovi¢, S., Vukovi¢, D., Daki¢, 1., Savi¢, B., and Svabi¢-Vlahovié, M. 2000. A
modified microtiter-plate test for quantification of staphylococcal biofilm
formation. Journal of Microbiological Methods, 40(2), 175-179.

Sucharit, S. 2020. Investigation into Compound(s) Exhibiting Streptococcus mutans
Anti-biofilm Activity. Journal of Chemical Information and Modeling, 21(1), 1-9.

98



Suez, J., Zmora, N., Segal, E. and Elinav, E. 2019. The pros, cons, and many unknowns
of probiotics. Nature Medicine, 6(11), 222-228.

Suzuki, N., Yoneda, M., Tanabe, K., Fujimoto, A., lha, K., Seno, K., Yamada, K.,
Iwamoto T., Masuo, Y. and Hirofuji, T. 2014. Lactobacillus salivarius WB21—
Containing tablets for the treatment of oral malodor: A double-blind, randomized,
placebo-controlled crossover trial. Oral Surg. Oral Med. Oral Pathol. Oral Rariol.
Endod. 117, 462-470.

Tabak, M., Scher, K., Hartog, E., Romling, U., Matthews, K.R., Chikindas, M.L. and
Yaron, S. 2007. Effect of triclosan on Salmonella typhimurium at different growth
stages and in biofilms. FEMS Microbiology Letters, 267(2), 200—206.

Tahmourespour, A., Salehi, R., Kermanshahi, R.K. and Eslami, G. 2011. The anti-
biofouling effect of Lactobacillus fermentum-derived biosurfactant against
Streptococcus mutans. Biofouling, 27(4), 385-392.

Thibodeau, E.A., and O’Sullivan, D.M. 1996. Salivary mutans streptococci and dental
caries patterns in pre-school children. Community Dentistry and Oral
Epidemiology, 24(3), 164—-168.

Tinanoff, N. 2019. Dental Caries. In Pediatric Dentistry 169-179. Elsevier.

Todorov, S.D. and Dicks, L.M. T. 2005. Lactobacillus plantarum isolated from
molasses produces bacteriocins active against Gram-negative bacteria. Enzyme and
Microbial Technology, 36(2-3), 318-326.

Todorov, S., Onno, B., Sorokine, O., Chobert, J.M., lvanova, I. and Dousset, X. 1999.
Detection and characterization of a novel antibacterial substance produced by
Lactobacillus plantarum ST 31 isolated from sourdough. International Journal of
Food Microbiology, 48(3), 167-177.

Thibodeau, E.A. and O’Sullivan, D.M. 1996. Salivary mutans streptococci and dental
caries patterns in pre-school children. Community Dentistry and Oral
Epidemiology, 24(3), 164-168.

Tsilingiri, K. and Rescigno, M. 2013. Postbiotics: What else? Beneficial Microbes, 4,
101-107.

Uchida, M., Ishii, 1., Inoue, C., Akisato, Y., Watanabe, K., Hosoyama, S., Toida, T.,
Ariyoshi, N. and Kitada, M. 2010. Kefiran reduces atherosclerosis in rabbits fed a
high cholesterol diet. Journal of Atherosclerosis and Thrombosis, 17, 980-988.

Vargas, M. 1998. Sociodemographic Distribution of Pediatric Dental Caries: NHANES
1. 129, 11.

Vestby, L.K., Maretrg, T., Langsrud, S., Heir, E. and Nesse, L.L. 2009. Biofilm forming
abilities of Salmonella are correlated with persistence in fish meal- and feed

99



factories. BMC Veterinary Research, 5, 1-6.

Vijayakumar, A., Sarveswari, B.H., Vasudevan, S., Shanmugam, K., Solomon, A.P. and
Neelakantan, P. 2021. Baicalein inhibits Streptococcus mutans biofilms and dental
caries-related virulence phenotypes. Antibiotics, 10, 215.

Villalobos-Delgado, L.H., Nevarez-Moorillon, G.V., Caro, I., Quinto, E.J., Mateo and J.
2019. Natural antimicrobial agents to improve foods shelf life. InFood Quality and
Shelf Life; Galanakis, C.M., Ed.; Elsevier AcademicPress: Amsterdam, The
Netherlands, 125-157.

Wasfi, R., Abd El-Rahman, O.A., Zafer, M.M. and Ashour, H.M. 2018. Probiotic
Lactobacillus sp. inhibit growth, biofilm formation and gene expression of caries-
inducing Streptococcus mutans. Journal of Cellular and Molecular Medicine,
22(3), 1972-1983.

Waters, C.M. and Bassler, B.L. 2005. Quorum sensing: Cell-to-cell communication in
bacteria. Annual Review of Cell and Developmental Biology, 21, 319-346.

WHO, 2020. Achieving better oral health as part of the universal health coverage and
noncommunicable disease agendas towards 2030.

Wilson, R.F. and Ashley F.P. 1990. Relationships between the biochemical composition
of both free smooth surface and approximal plague and salivary composition and a
24-hour retrospective dietary history of sugar intake in adolescents. Caries
Research, 24, 03-210.

Yang, K., Kim, J., Kim, H., Oh, J., Jung, H., Park, D. and Bae, W. 2021. Lactobacillus
reuteri AN417 cell-free culture supernatant as a novel antibacterial agent targeting
oral pathogenic bacteria. Scientific Reports 11, 10.1038/s41598-020-80921

Yang, L., Liu, Y., Wu, H., Song, Z., Heiby, N., Molin, S. and Givskov, M. 2012.
Combating biofilms. FEMS Immunology and Medical Microbiology, 65(2), 146—
157.

Zahradnik, R.T., Magnusson, I., Walker, C., McDonell, E., Hillman, C.H., Hillman and
J.D. 2009. Preliminary assessment of safety and effectiveness in humans of
ProBiora3, a probiotic mouthwash. Journal of Applied Microbiology, 107(2), 682—
690.

Zaura, E. and Twetman, S. 2019. Critical appraisal of oral pre- and probiotics for caries
prevention and care. Caries Research, 53, 514-552.

Zhang, Z., Nadezhina, E. and Wilkinson, K. J. 2011. Quantifying diffusion in a biofilm
of Streptococcus mutans. Antimicrobial Agents Chemotherapy, 55, 1075-1081.

100



Zhang, Q.X., Qin, S.J., Huang, Y., Xu, X.Y., Zhao, J.X., Zhang, H. and Chen, W. 2020.
Inhibitory and preventive effects of Lactobacillus plantarum FB-T9 on dental
caries in rats. Journal of Oral Microbiology, 12, 10.

Zolkiewicz, J., Marzec, A., Ruszczynski, M. and Feleszko, W. 2020. Postbiotics-A Step
Beyond Pre- and Probiotics. Nutrients, 12(8), 2189-2206.

101



EKLER

EK 1 Cahismada Kullamlan Kit Protokolleri

EK la DNA izolasyon kit protokolii

Wizard® Genomic DNA Purification Kit

NSTRUCTIONS FOR LISE DF PAODUCTS AT120, A1123, AT125 AND AE2D. PROTOCOL
Pellet Cells
Centrifuge 1ml of overnight culfure for 2 minuies at 13,000-16,000 = g° Gram =
Discard the suparnatant. Paliet calls.
A. For Gram Positive Bacteria l
. Suspend cells in 480ul 50mi EDTA. Palls ooNs.  ASE Iyl arCymes.

1

2 Add ic enzyme(s) (120ul) [lysaryme andfor lysostaphin].

3 Incubale & 37°C for 3060 minutes.

4. Centrifwge for 2 minutes at 13,000-16,000 = g~ and remove supernatani.
5. GotoStep 1, Lyse Cells (below).
B
G

. For Gram Negative Bacleria
0o Slep 1, Lyse Cells (below).

Lyse Cells
1. Add 600y! Muclei Lysis Solution. Pipet gently to mix.
2. Incubate for 5 minutes at 80°C, then oool to room femperature.

3. Add 3yl of RMase Solufion. Mix, incubate at 37°C fior 15-60 minutes, then
ool to room temperature.

Protein Precipitation
4. Add 200y of Protein Precipitation Solution. Vores.
5. Incubate on ice for & minues.
6. Centrifuge at 13,000—16,000 = g* for 3 minutes.

DMNA Precipitation and Rehydration
7. Transfer the supernatant fo a clean fube confaining 600yl of room temperature
isopropanal. Mix.
8. Centrifuge as in “Pellet Cells™ abowe, and decant the supematant.
9. Add 600p! of room temperature 70% ethanol. Mix.
10. Centrifuge for 2 minutes at 13,000—16,000 = g°.
11. Aspirate the ethanol and air-dry the pellat for 10-15 minutes.
12. Rehydrate the DNA pellet in 100! of Rehydration Solution for 1 hour at 65°C
or overnight a1 45C.
*Maximum speed on 2 microcanirifuge.

Additional protocol information is available in Technical Manual #FTMOS0,
available online al: www.promega.com

ORDERING/TECHNICAL INFORMATION:
www_promaga.com * Phone B0B-274-4330 or B00-356-0526 = Fax G08-277-2601

12032010 Promega Conporalion. Al Rigits Reserved

102

N O 4

3

Add Muclei Lysis
Solution. Incubate at
B0°C for 5 minuies,
then =dd AMasze
solution and incubate.

Add Protein
Precipitation
Solution.

Centrifuge.

Transfer supernatant fo
new fube containing
i=opropanal.

Centrifuge.

Dizcard supernatant.
Add ethanol.

Centrifuge.

Aszpirate sthanal.
Air-dry peliet.

Rehydrate DNA.

FEREMAT_SA

o
Promega

Primied In LSA. Rawksad 1041




EK 1b Agaroz jelden DNA saflastirma kit protokolii

=|| Print
For Itz science: res=arch only. Ei
[Nait for use In dingnostic prooedures.

Agarose Gel DNA Extraction Kit

For the elution of DMNA fragments from egarose gels
Cat. No. 11 696 505 001

100 reactions

[N Version 11
Content versiom: July 2018
IOME 31 415 10 +-25%

1 What thiz Product Doas

Z Standard Protocol

Mumber of Reaciions 21 lzolaiion of EBbeclrophoretlcally separated DNA Frag-
Far 100 reactions MhailE: With mmﬂelmwm KIL
A Meake sure that B0 mi stsolute ethanal have been addad 1o the
Contents Washing Butfer prior to the first use (ial &, biue o)
Wl Labal contems ) Separzie the DA Of IMenast in an agamse gel of suitabls coan-
Centration.

! S btk "' me"net:'Fu,':"E,ﬂ";n"ﬁ'uﬂ“,‘;m“b"nt;5”1" & Use either 1 TAE (40 MM Tris-acetat, 1 mM EDTA, pH 8.0

White suspension. :fj:ll-:-c THE running Duffer (45 miv Tris-borat, 1 mM EDTA, pH
2 Agamse &0 ml Agarose Sclubiisation Bufiar -

Solbllsstion  Suable forscublisston of TAEor  © mﬂf“‘;ﬂ;nﬁgg&} ;’f;ﬂ{rﬂiﬁmﬂg DN, frag-
Buffer TRE buffer agamse gets. Contains

sadium lorate. {5 Take Care 0 kave 35 much of the aganss pal s possibie.
] Mucieic Ackd 100 mi Einding Burer. * Transfer in a preweighted reaction ube.
fgreen  Binding Butfer Contains sodium penchioraie. @ Use 300 wl of the Agamse Solbilisstion Buffer (val Z) per
cap) 100 mg of agarose gel
] Washing Buffer 21 mil Washing Buffier {5 Apply 00 ul If the agaross concantration ussd for the gal
ihe Acd B0 mi absokite ethanal preparation |s more than 24,
£ap) befare usat ¥ - Aesuspend the Sl Suspersion (vl 1) unlll @ homogeneows

suspension s obtained.

Storage: and Stablity » Adt 10 ul of the silica suspension 1o the sampia.
The ki neants ar stable when siored at +15 1o +25°C Mough " "

Ihe comtml daie printad on the label.

Additional Equipment and Reagents Required
Optionat:

- Afgarss MP

= Aparnsa LE*

= Agarosa MS*

* avadbnba: from Aoche Appled Sckance

Application

The Agamse Gal DNA Exiraction Ki i designed Tor the eMciant Isoka-
tion af DA fragments fom TAE of TEE agarmsa gek.

The kit 8 applicable jor ONA Isolation from standam agaross gels
(&g, Agamse M and Agamse LET). DMA I'I':Iﬁrl‘ﬂ'ﬂ.‘. isalated wim 1ha
agamse gel DNA extraction kit are eficiently ligated into plasmid cio-
ning veclors or ksbeied 1o high specilic actiily using efther random
primed tabeling or nick brarsiation.

Nao inhibition of digestion with restnction endonuciesses = obsened.

A If the sample contzing more than 25 wg DMA Increass the
amount af SIICA Suspension by & i 10r Bach addmanal .0 of
DA,

@ Incubate the midure far 10 min 3t +58 10 +60°C and vortex
avary 2 - 3 min.

Centriuge In 3 tabie t0p cantrifuge for 30 s ot maxmeal spasad
and discand the supematant

§ - Aesuspend tha matrix containing the DA with 500 . Nuseic
Acid Banging Bufter (vial 3, grean cap) on 3 WIres mised.
- Ceniriuge and discard supematant as befor

@ - Wash the pafict with 500 .l Washing Buffer vial 4, bius cap).
» Cemirifuge and discard supematan as befora.

- Aepeat tis SlEp once.

@ Femove all the liquid with 2 pipetis, then invert the fube on an
adsorbent tissue and let dry a1 mom temparsture for 15 min
A Do not apply vacuum since overdrying may lead o lower
yieids. The matrix color tums to bright while when dry.

@ - Use 20- B0 ul of TE buter (10 mM Tris-HCL 01 mM EDTA, pH
E.D - 5] or double dist. water (pH 8 - BE) Tor the elution of
DIMA
A\ The elution eMclency s increased with higher volume of
elution bufter applied or applcation of two elution cycks
W 7 2 75 .
= Woriex and Incubate for 10 min 3t +15 to +26°C or +58 1o
+HBIC

« Voriex eveny 2 - 3 min.

= &fIEr Centrifgaton at maxmum spead for 30 s transier the
DA containing seition 10 3 nEw MEaction ube taking care
nat ba camy over any matbrix materal

RN T T
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EK 1c cDNA sentez Kiti protokolii

iScript™ cDNA Synthesis Kit

Ceshkony
TR
Timsst

Lz dicn
ISkeriph cTINA Synihosis Kit, 25 5 20 i reacions
IScript cONA Synthasss K, 104 1 20 jd maclions

For rescanch purposes anly.

Introduction

ESonpd cOMNA Synihesis Kil proades a sensilve and essy-lo-
use solution for wo shoep reverss franscption quaniitatie
PCR [AT-gPCH) This kil includes thres lubes, which contain
all The resagents reouared Tor succossiul revarsa ransonpbon,

The iScript Hewerse Transcriplass is BMase H+, which
provackes ol soensinaly than HNase H- eneymes n ghCH
iScipt is a modified Moloney murine heukemis virus MMV
revarsa lransonplase, oplimioed lor relable cOMNA synihess
s & wadde: cynamnic range of ingul AN The eneymie is
provided preblendad with AMasa inhibitor. The unique blend of
ol 1) e ranchom heesamern prmeers in thie BSonpl Hoaciion
Mix wiorks exceplionally well with a wide vanaty of tangets. This
blend is oplimizad Tor The produclion ol langets <1 kb in length.
Ecznpt cDNA Synithesis Kit prockeces: cssccliont resadts in baoth
reaHime and standard AT-gPCH

Storage and Stability
Slore at -20°C. Guaranieed for 12 months at -20°C ina
Gonstant lemperabure rooser. Nockoase-fres waler can be
storad at room temperature.

Maotas Kils whiose sl ol numbeorn bagrmes with @ 2 are nat
compatibde with kits whosa sie-digit kot number begins with
# 1. Mease make nota ol thes disinction il you have rmuliples
bt oo thass Kt i shorage

Kt Contants

i o Wolume for
Raagant 25 Raacth 100 Amact
on B! Fnaaction Mix ot A
Eactipl e Transariplass 2 T
MUk fron walir 15mi 15mi
Reaction Setup

Mote: The b iScripl Heacion Mix may generala some
pripilation upon theamang, e does nol affect e guality
of the: mixture. i you do experience precipitation, pleass
mixx Ihorowghly ko resuspend and wse as direcled inlhe
frolkomasinag Tabike.

Companent Volume por Feastion, g
S eTipd Mesezion M a

ISPt Aovoms Terscrplase 1

P s waks Vil

FENGA, Iremyplaita {3000 i1 i hokal kLAY Variahia

Toby volume 20

* Wl s Karyger Smunts ol gl FINA b1 gl e peacion sfoukd be
snakec] i fior meampla, A0 reaction for 2 g, or 500 |8 rmacon for 5 jag) o

enae apimum SEihess ailcenoy.

Rzaction Pratocol

Incubate the complete reaction min: in & themmal cycler using
Th Tellowwang profocol:

Friming & min al 257G
Pl Irarscigian 20 i al A
AT inacthation 1 min at 957G
Optiorl slop Hulg al 4
Recommendation for Optimal Results Using
the iScript cDNA Synthesis Kit

Thax preaserriam amount of e cOMA reaction that is
recommanded for downstream PCH i one-lenth of the
e ion wolumee, Typacally 2l

Related Products

Caatring) § Deesriplion
Hoverse Transcripbon Reagonts for Hoal Time qPCH

17IEEAD Eoripl Fovarse Transoripion Supernmis jor AT-gRCH
ATEAT Tt Acdvanoed cDNA Synihess KE ke RT-gPCR
1TEED Eoripl Soinct cONA, Syrihnsis K

1T Eoripl giMA Cloar ciA Synihese K

Hoagenis for Heal- lime gHcH

TF2L27) Somvhuiherncand ~ Univiresl Sy Grosn Sugeonmas
7t ‘Ssotvarcad Unfwersal Pobes Supemic
1725120 iy Ll SYIIE G Supame

1720430 iy Lirivesrizsl Fpoios SUpormis.

12050 Sondvariced Fisimp Supoen

Visitl bio-rad.comfwebfserpteDNA for o information,
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