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OZET

Patir A. Anne ve babadan cocuga gecen Streptococcus mutans ve Streptococcus
sobrinus Kolonizasyonlarindaki genotipik cesitliligin belirlenmesi. Istanbul
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Pedodonti Anabilim Dah, Doktora Tezi.
Istanbul.2008.

Anahtar Kelimeler: Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, anne, baba, gecis,

AP-PZR

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: T-934/15122006

Dis c¢iirtigii bulasic1 infeksiyoz bir hastalik olarak tanimlanmakta ve bircok iilke i¢in
onemli bir halk sagligi problemi oldugu bildirilmektedir. Streptococcus mutans ve
Streptococcus sobrinus dis ¢iiriigli olusumunda rol alan baslica mikroorganizmalar
olarak belirtilmektedir.

Fenotipleme ya da genotipleme yontemleri kullanilarak gerceklestirilen calismalarda
Streptococcus mutans ve Streptococcus sobrinus tasiyan annelerin, ¢ocuklar1 igin
baslica infeksiyon kaynagi olduklar1 vurgulanmaktadir. Ancak, annede ya da diger aile
bireylerinde saptanmayan genotiplerin ¢ocukta saptanmasinin Streptococcus mutans ve
Streptococcus  sobrinus’un  bagka  kaynaklardan  edinebilecegini = gosterdigi
bildirilmektedir. Bu c¢alismanin amaci Streptococcus mutans ve Streptococcus
sobrinus’un anne ve babadan ¢ocuga gecisini ve genotipik ¢esitliligini, on iki aylik takip
siiresince incelemektir. Calismaya yedi anne, yedi baba ve sekiz ¢ocuk (bir ikiz) dahil
edilmistir. Cocuklardan dogumdan sonraki on iki aylik siire boyunca 1., 4., 9. ve 12.
aylarda; anne ve babalardan ise dogumdan sonraki 1. ayda tiikiirik 6érnegi alinmistir.
Izolasyon ve identifikasyon islemlerinin ardindan, AP-PZR kullanilarak S. mutans ve S.
sobrinus’larin genotipleri belirlenmistir. Calismanin sonucunda cocuklarda S. mutans
gecisinin dordiincii aydan sonra gerceklestigi saptanmustir. Ayrica dort anne ve bes
cocugun (iki cocuk ikiz) benzer genotiplere sahip oldugu, iki cocugun ise anne ve
babalar1 ile hi¢bir benzer genotipe sahip olmadig1 saptanmistir. Sonug olarak, anneler
cocuklart icin baslica infeksiyon kaynagidir ve cocuklarda, infektivite penceresi

doneminden 6nce MS kolonizasyonu gerceklesebilmektedir.
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ABSTRACT

Patir A. Identification of genotypic diversity of Streptococcus mutans and
Streptococcus sobrinus colonies transmitted from mother and father to the
children. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of

Pedodontics, Doctorate thesis, istanbul.2008.

KEY WORDS: Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, mother, father,

transmission, AP-PCR

This study was supported by the Research Fund of Istanbul University, Project No:T-
934/15122006

Dental caries is a transmissible infectious disease that still represents a significant
public health problem in many countries. Streptococcus mutans and Streptococcus
sobrinus are the main microorganisms associated with caries in humans. Studies using
phenotyping or genotyping methods suggest that mother is the major source of infection
for children who carry S. mutans and/or S. sobrinus strains. However, detection of
genotypes that are not found in children’s mothers or other family members indicates
that S. mutans and/or S. sobrinus may also be acquired from other sources.

The aim of this study was to perform a follow-up evaluation of the S. mutans and S.
sobrinus colonization profile of children’s oral cavities, which included the pattern of
vertical transmission from mother and father to child, genotypic diversity of the strains.
The subjects were 7 mother-father and 8 children (one twin). Saliva samples of children
were collected on 1%, 4™, 9™ and 12™ months after birth. And also saliva samples were
taken from mother and father on 1*' month only. After isolation and identification, the
arbitrarily primed PCR method was performed for the genotypic characterization of S.
mutans and S. sobrinus strains. It is found that, S. mutans colonization began after 4h
month for infants. Genotypes of S. mutans in infants appeared identical in 4 mother and
5 child and there were no identical strains between mother and father for 2 children. In
conclusion, mother is the major source of infection for children and MS colonization

may begin earlier than windows of infectivity period.



1. GIRIS VE AMAC

Dis ciirtigli, bakterilerin, agiz ortamindaki karbonhidratlar1 fermente etmeleri
sonucunda ortaya ¢ikan organik asitlerin dis sert dokularinda meydana getirdigi dinamik
biyokimyasal olaylar dizisi olarak tanimlanmaktadir. Agiz icerisinde yer alan bakteriler
dietteki karbonhidratlari, minenin yapisindaki kalsiyum fosfatlar1 (CaPO,) cozebilen

asitlere doniistiirmekte ve sonugcta dislerde ¢iiriik meydana gelmektedir (27).

Streptococcus mutans (S. mutans) ve Streptococcus sobrinus (S. mutans) insanlarda
en sik izole edilen ve dis ciiriigi ile iliskisi olan mikroorganizmalar olarak
bildirilmektedir (34, 40, 47, 82, 116, 166). Epidemiyolojik calismalar, diinyadaki tiim

insan populasyonunun S. mutans tasidigini bildirmektedir (85).

Daha onceki yillarda yapilan ¢alismalarda, S. mutans’in epiteliyal yiizeylere yapisma
kapasitesinin diisiik oldugu ve bu nedenle, bu organizmalarin dissiz bebeklerin agzinda
disler siirmeden Once kolonize olamayacagi sonucuna varildigi bildirilmektedir (19).
Ancak son yillarda yapilan c¢alismalarda, S. mutans’in dissiz bebeklerin agzinda
kolonize oldugu, tiikiiriiklerinde yiiksek oranda S. mutans bulunan anneler ile bebekleri
arasinda sik tiikiiriik temasi oldugunda bebegin erken donemde infeksiyon riskinin
arttigr vurgulanmaktadir (20, 162). Ayrica annelerin yam sira babalarin ve diger
bireylerinde c¢ocuklar icin infeksiyon kaynagi olabilecegi yapilan c¢alismalarda

belirtilmektedir (93).

S. mutans’in erken donemde kazanilmasinin, siirekli dentisyonda goriilen yiiksek
ciirik sikligr ile yakindan iligkili olabilecegi bildirilmektedir. Bu nedenle, dis ciiriigii
olusumunun engellenmesi amaci ile gergeklestirilecek olan koruyucu yaklasimlar
icerisinde S. mutans ve S. sobrinus’un cocuklara dogal yollardan bulagsmasinin
arastirtlmasi ve bu bulagsmanin engellenmesi yer almaktadir. Bu sayede, bireyde hem siit
hem de siirekli dislenme doneminde ciirikk gelisiminin 6nemli derecede azaltilacagi
distiniilmekte ve temel hedefin cocuklari erken mutans streptokok (MS)

kolonizasyonundan korumak olmasi gerektigi vurgulanmaktadir (105).



Bu calismada da; anne ve babadan c¢ocuga gecen S. mutans ve S. sobrinus
kolonizasyonundaki genotipik cesitliligin, ¢cocuk bir yasina gelinceye kadar gecen siire

icinde incelenmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Dis Ciiriigii

Dis ciirligli, dental biyofilmdeki bakterilerin, agiz ortamindaki karbonhidratlar
fermente etmeleri sonucunda ortaya c¢ikan organik asitlerin dis sert dokularinda

meydana getirdigi dinamik biyokimyasal olaylar dizisi olarak tanimlanmaktadir (27).

Normal kosullarda dis sert dokular ile tiikiiriik arasinda siirekli bir iyon aligverisi
olmaktadir. Bu iyon aligverisi fizyolojik bir olay olarak belirtilmektedir. Ortamin asite
kaymast sonucunda, dis sert dokularindaki kalsiyum tuzlar1 iyonize olup disten
uzaklagsmaktadir. Ortam tekrar alkalen duruma gelirse disten ¢oziinmiis olan iyonlar sert
dokulara ¢okelerek tuz kompleksleri olusturmaktadir. Dis sert dokularindaki kalsiyum
(Ca™) tuzlarinin iyonize olmasina ‘demineralizasyon’, ortamin alkalene kayip dis sert
dokularina tekrar tuz kompleksleri olusturarak ¢okelmesine ise ‘remineralizasyon’ adi
verilmektedir. Demineralizasyon ve remineralizasyon olaylar1 belli bir denge i¢inde
gerceklesmektedir. Bu denge mikrobiyal dental plak varliginda rahatlikla
bozulabilmektedir (27, 41, 42).

Dis ciiriigi multifaktoriyel bir hastalik olarak tanimlanmakta ve olusumunda dort ana
faktoriin rol oynadigr bildirilmektedir. Bu faktorler; konak (tiikiirik ve dis),
mikroorganizma, diet ve zaman olarak belirtilmektedir. Dis ¢iiriiklerinin olusumu i¢in
bu dort faktoriin ayn1 anda bir arada bulunmasi gerektigi vurgulanmaktadir (Sekil 2-1)

(67,70, 96).



Sekil 2.0.1 Dis ciiriigiiniin etyolojisinde rol alan faktorler ve bu faktorlerin iliskisi (67, 70, 96).

mikroorganizma

DiS CURUGU

2.2. Dis Ciiriigiiniin Mikrobiyal Etyolojisi

Dis c¢iiriigi mikroorganizmalar tarafindan olusturulan ve dis dokularinin lokalize
yikimi ile karakterize patolojik olaylar dizisi olarak tanimlanmaktadir. Dis ile disi
cevreleyen mikrobiyal dental plak arasindaki dengenin bozulmasi, dis sert dokularindan

bazi iyonlarin ¢ziinmesine ve ¢iiriikk lezyonunun olugsmasina neden olmaktadir (41, 42).

Dis, cevre dokular ve tiikiiriik arasinda iyon aligverisini dengeleyen bir sistem

bulunmaktadir. Dis minesi, esas olarak inorganik minerallerden olusmasina karsin bu



inorganik minerallerin aym1 zamanda dis sert dokusunda bulunan organik
mukopolisakkarit, kollajen ve lipitler ile kimyasal baglar olusturdugu belirtilmektedir.
Ciirik olusumu, organik matriks ile inorganik kalsiyum fosfat (CaPOy) kristalleri
arasindaki bu dengenin hidrojen (H" ) iyonlar ile fizikokimyasal diizeyde bozulmas: ile

gerceklesmektedir (27, 41, 42).

Dishekimligi tarihinde dis ¢iirigli olusumu ile ilgili bircok teori ortaya atilmistir.
Ancak W. D. Miller tarafindan gelistirilen “Simiko-Parazitik Teori” de, dis cliriigii
olusumunda bakterilerin roliinii bilimsel olarak agiklayan sonuglarin ortaya kondugu
bildirilmekte; agiz icerisinde yer alan bakterilerin dietteki karbonhidratlari, minenin
yapisindaki CaPQ, kristallerini ¢ozebilen asitlere doniistiirdiigii ve sonugta c¢iiriik

olusturdugu vurgulanmaktadir (63).

Dis ciiriigliniin etyolojisinde iki bakteri grubunun one ¢iktig1 belirtilmektedir. Bu
bakteri gruplari; mutans streptokoklart (MS) ve laktobasiller olarak bildirilmekte;
MS’nin ¢iiriik olusumunun baglamasi, laktobasillerin ise ciirligiin gelisimi ile iliskili

olduklar1 vurgulanmaktadir. (Tablo 2-1) (2, 33, 51, 90, 99, 160).

Streptokoklarin ve laktobasillerin sadece diisiik pH ortamlarinda hayatta kalabilme
ozelliklerine degil, aynm1 zamanda bu ortamda yasamsal faaliyetlerini devam ettirebilme
ve c¢ogalabilme 0Ozelliklerine sahip olduklart bildirilmektedir. Bu nedenle hem
asidojenik (asit iireten) hem de asidiirik (asit ortam seven) mikroorganizmalar olduklari

belirtilmektedir (27, 161).



2.2.1. Laktobasiller

Laktobasiller, asidiirik 0Ozellikleri nedeni ile ciiriik gelisiminde rol oynayan
mikroorganizmalar arasinda yer almaktadir (148, 151, 159, 160). En O6nemli
ozelliklerinin, karbonhidratlar1  pargalayarak laktik asit olusturmak oldugu
belirtilmektedir. Laktobasillerin, ciiriik lezyonlarindan da izole edilebilecegi ancak

ciiriik lezyonuna MS’larindan daha sonra yerlestikleri vurgulanmaktadir (148).

Gram (+) fakiiltatif anareob, spor olusturmayan mikroorganizmalar olarak tanimlanan
laktobasiller, oral mikrofloranin %1’ inden azini1 olusturmaktadir. Disler siirmeden 6nce
agizda bulunduklar1 bildirilmekte ve insanlarda oOncellikle dil dorsumunda kolonize

olduklar1 ve tiikiiriige dil epitelinin dokiilmesi sonucu tasindiklar1 vurgulanmaktadir

(63).

2.2.2. Oral Streptokoklar

Oral Streptokoklar; gram (+), kiiresel ya da oval sekilli, 0.5-2um ¢apindaki bakteriler
olarak tamimlanmaktadir (34). Agiz mikroflorasinin biiyilkk bir cogunlugunu
olusturduklar1 bildirilmektedir (147, 158). Tablo 2-1’de oral kavitede yer alan mutans

streptokoklarin siniflandirilmas: goriilmektedir (8, 164).



Tablo 2.0.1 Oral Streptokoklarin siniflandirilmasi (8, 164)

Grup Adx

Tiir Ada

Streptococcus mutans grubu

(Mutans streptokoklari)

S. mutans, serotip c, e, f, k
S. sobrinus, serotip d, g

S. cricetus, serotip a

S. rattus, serotip b

S. ferrus

S. macacae

S. downei, serotip h

Streptococcus salivarius grubu

S. salivarius

S. vestibularis

Streptococcus anginosus grubu

S. constellatus
S. intermedius

S. anginosus

Streptococcus mitis grubu

S. sanguinis

S. gordoni

S. parasanguinis
S. oralis

S. mitis

S. crista




Ag1z mikroflorasinin baslica komponentlerinden olan oral streptokoklarin, dis ¢iiriigii
disinda  bakteriyemi ve infektif endokarditin etyolojisinde rol oynadiklari

bildirilmektedir (56, 100, 111).

2.2.2.1. Streptococcus salivarius

Gram (+) mikroorganizmalardan olan S. salivarius’un Ozellikle dilde kolonize
oldugu bildirilmektedir. Viicut direnci diisiik olan bireylerde infeksiyona neden olan
firsatgr mikroorganizmalar olarak tanimlanmakta ve nétropenili bireylerde c¢ok kisa

siirede kana gecerek septisemiye neden olduklar belirtilmektedir (11, 47, 56).

S. salivarius, sakkarozdan fruktan iiretmekte ve mitis salivarius basitrasin (MSB)
agarda tek, genis ve kubbe seklinde koloni olusturmaktadir. Sorbitol ve mannitolii

fermente etmemektedir (47).

2.2.2.2. Streptococcus sanguinis

Gram (+), fakiiltatif, 0.8-1.2 um capinda, kiiresel veya oval sekilli, orta veya uzun
zincirler olusturan mikroorganizmalardir (147). S. sanguinis, dis ylizeyinde erken

kolonize olan mikroorganizmalardan biri olarak bildirilmektedir (8).

Kanli agarda a-hemoliz yapmakta ve anaerop ortamda iireyebilmektedir. Diger oral
suslardan farkli olarak; arjinini ve eskulini hidroliz etmekte, sakkarozdan glukan
tiretmekte ve hidrojen peroksit olusturmaktadir. Mikrobiyal dental plakta bulunan
baslica suslardan biri olan S. sanguinis, dislerin diiz ylizeylerinde kolonize olmaktadir.
Ayrica insanlarda digskidan da izole edilebilecegi ve kan dolasimina karistigr durumlarda
kalp kapaklarina yerlesip bakteriyel endokardite neden olabilecegi bildirilmektedir.
(85,147).



2.2.2.3. Streptococcus mitis

S. mitis, o-hemolitik, arjinini, eskiilini, sorbitol ve mannitolii hidrolize etmeyen
streptekok grubu olarak tanimlanmaktadir. Hiicreleri 0.6-0.8 um ¢apinda, yuvarlak ya
da oval sekildedir ve sivi kiiltiirde uzun zincirler olusturmaktadir (47). Diger oral
suglardan farkli olarak; eskulin hidrolizi, iniilin fermentasyonu yapmamakta ve
ekstraselliiler polisakkarit olusturmamaktadir. MSB agarda dairesel, yumusak,
kahverengi-siyah koloniler olusturmaktadir. Insanlarda bogaz, agiz boslugu ve kandan
izole edilebilmektedir (147). Dis c¢iiriigli, septisemi ya da endokardit olusumunda rol

alabilecekleri de bildirilmektedir (122).

2.2.2.4. Streptococcus mutans (Mutans Streptokoklar: - MS)

Insanlarda dis ciiriigiine neden olan en 6nemli etyolojik ajan olarak kabul edilen MS,
dental biyofilmde bulunan ve karbonhidratlar1 fermente eden streptokok grubu olarak
belirtilmektedir (29, 34, 135). MS, dis ciiriigline neden olan asit ve ekstraselliiler
polisakkarit iiretiminin yiliksek diizeyde olmasi gibi biyolojik 6zellikleri nedeni ile oral

kavitede yer alan karyojenik bakteri grubu olarak tanimlanmaktadir (131, 168).

Yapilan serolojik calismalarda hiicre duvarinda bulunan polisakkaritlere gore
S. mutans (serotip c, e, f), S. sobrinus (serotip d, g), S. cricetus (serotip a), S. rattus
(serotip b), S. ferus (serotip c), S. macacae (serotip c) ve S. downei (serotip h) olarak

sekiz serotipi tammlanmistir (47, 82, 102, 104, 112, 139, 144).

2004 yilinda Nakano ve arkadaslari, S. mutans’in rhamnoz-glukoz polimerlerinin
glukoz yan zincirlerinde ciddi azalma gosteren suslarinin yeni bir serotip oldugunu ve
bu serotipin Japon cocuklarinin yaklasik olarak %2’sinin agiz boslugunda saptandigini
bildirmislerdir. Bu yeni serotipi serotip k olarak adlandirmislardir. Ayrica S. mutans
serotip k suslarinin fagositoza daha az duyarli olduklar ve infektif endokardit gelismesi

ile yakindan iliskili olduklar1 bildirilmistir (101, 102, 103).



10

Bu grup i¢inde, S. mutans ve S. sobrinus insanlarda mikrobiyal dis biyofilminde en
stk izole edilen ve dis ciiriigi ile iliskisti olan mikroorganizmalar olarak

tamimlanmaktadir (34, 40, 47, 82, 160, 166).

MSler mannitol ve sorbitolii fermente etmekte ve sakkarozdan glukan
sentezlemektedirler. Kanli agarda genellikle a ya da y hemoliz yapmaktadirlar. Tablo 2-
2’de ve Tablo 2-3’de Mutans streptokok grubunun ayirt edici oOzellikleri ve
biyokimyasal ozellikleri yer almaktadir (89, 102, 104).

Tablo 2.0.2 Mutans streptokoklarinin ayirt edici 6zellikleri (85)

Hiicre duvarinda bulunan
Konak Serotip
polisakkaritler
S. mutans Insan cef Glukoz, rhamnoz
S. sobrinus Insan d, g Glukoz, rhamnoz, galaktoz
S. cricetus Insan, a Rhamnoz, galaktoz, gliserol
hayvan
S. ferus Rat . Rhamnoz, glukoz, galaktoz
S. rattus Ins.an, b Tanimlanmamis
kemirgen
S. macacae Maymun c Tanimlanmamus
S. downei Maymun h Rhamnoz, glukoz
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Tablo 2.0.3 Mutans streptokoklarinin biyokimyasal 6zellikleri (12, 34, 47)

OZELLIiKLER S. mutans S. rattus S. sobrinus S. cricetus S downei S. macacae S. ferus
Havada tireme A A A A + W A
10°C’de iireme - - - - o 0] -
45°C’de tireme A A A A - - -

Hemoliz Y 0] y veya o ¥ 0] a (0]
Mannitol
+ + + + + + +
fermentasyonu
Sorbitol
+ + A + - + +
fermentayonu
Raffinoz
+ + A + - + -
fermentasyonu
Iniilin
+ + A A + - +
fermentasyonu
Melibioz
A + - 9] %) %) 9]
fermentasyonu

Arjinin hidrolizi - + - - - - -

Eskulin hidrolizi + + A A - + +

Hidrojen peroksit

- - + - - - -
olusturma

Basitrasin direnci + + - - - -

A, tiiriin %11-89’u pozitif

+, tiiriin %90 veya daha fazlas1 pozitif

-, tiirlin %90 veya daha az1 negative

W, zayif iireme

@, tanimlanmamis

a, alfa hemoliz, kan agarinda yesilimsi renk degisimi
v, gama hemoliz, berraklik yok
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S. rattus (serotip b):

Rat ve hamsterlardan izole edildikleri bildirilmektedir. Rafinoz ve melibiozu
fermente etmektedirler. Aerop ortamda {iiredikleri ve basitrasine kars1t duyarh
olmadiklart bildirilmektedir. Hiicreleri 0.5 um c¢apindadir ve c¢iftler ya da zincirler
halinde bulunmaktadir. S. mutans gibi intraselliiler polisakkarit olusturmakta ve depo
etmektedirler. Sakkaroz iceren besiyerinde iireyen koloniler, piiriizlii, 1 mm capinda ve

kiimelenmis halde bulunmaktadirlar (34, 47, 147, 158).

S. macacae (serotip c):

Maymunlardan izole edildikleri bildirilmektedir. S. mutans ile benzerlik gosterdikleri
ancak basitrasine karsi duyarli olmadiklari vurgulanmaktadir. Sakkaroz iceren agarda

saydam, 1-2 mm ¢apinda koloniler olusturmaktadir (34, 47, 147, 158).

S. critecus (serotip a):

Rat ve hamsterlardan izole edildikleri bildirilmektedir. Rafinoz ve melibiozu
fermente etmektedirler. Aerop ortamda iiredikleri ve basitrasine karsi duyarli olduklari
bildirilmektedir. Hiicreleri 0.5um c¢apmndadir ve ¢ift ya da zincirler halinde
bulunmaktadirlar. Kanli agarda 2-3 mm capinda koloniler olusturduklari, sakkaroz
iceren besiyerinde ise kolonilerin daha kii¢iik ve diizensiz oldugu belirtilmektedir (34,

47, 147, 158).

S. ferus (serotip c):

Vahsi ratlardan izole edildikleri bildirilmektedir. Rafinoz ve melibiozu fermente
etmedikleri ve basitrasine kars1 duyarli olduklar1 belirtilmektedir. Hiicreleri 0.5 pm
capindadir ve cift ya da zincirler halinde bulunmaktadir. Sakkaroz iceren agarda 1mm

capinda, kabarik koloniler olusturmaktadir (34, 47, 147, 158).
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S. downei (serotip c):

Ingiltere’nin Downe kasabasinda yasayan maymunlardan ilk defa izole edildikleri
icin bu isimle adlandirilmiglardir. Mitis salivarius agarda koyu mavi, kivrimli, en cok 1
mm c¢apinda olan koloniler olusturduklart; sakkaroz iceren agarda ise kolonilerin 2-3
mm capinda, konik ve beyaz bir hale ile ¢evrili oldugu bildirilmektedir (34, 47, 147,
158). Yoo ve arkadaglarinin 2005 yilinda gerceklestirdikleri calismalarinda, daha 6nceki
yillarda sadece maymunlardan izole edildigi bildirilen S. downei’nin insanlarda

mikrobiyal dis biyofilminden de izole edildigi bildirilmistir (167).

S. sobrinus (serotip d, g):

S. mutans ile birlikte insanlarda mikrobiyal dis biyofilminde en sik izole edilen ve dis
cliriigii ile yakindan iliskisi olan mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadirlar (9, 44,
83, 131, 147). Bakteri hiicresi 0.5 um capindadir ve cift ya da uzun zincirler seklinde
bulunmaktadir. Sakkaroz iceren agarda 1 mm capinda, piiriizlii ve kiimelenmis koloniler
olusturduklari belirtilmektedir (34, 47). Insan tiikiiriik ve mikrobiyal dis biyofilmi
orneklerinden en sik izole edilen mikroorganizmalar olarak tanimlanan S. mutans ve S.
sobrinus, dis yiizeyine yapigsma, asit olusturma kapasiteleri ve fluoride kars1 duyarlilik

gibi ozellikler acisindan farklilik gostermektedir (13, 49, 156).

Yapilan calismalarda, S. sobrinus’un agiz florasinda S. mutans’tan daha az oranda

saptandig1 ve diiz yiizey ciiriiklerinin olusumunda etkili oldugu belirtilmektedir (9, 87).

S. mutans’tan daha az siklikla ve daha az sayida izole edilmesinde, agizda dogal
olarak olusan bir amino seker olan N-asetilglukozamin’in (GIcNAc) rolii oldugu
bildirilmektedir. S. mutans’in GIcNAc’1 fermente etmesine karsin S. sobrinus’un bu
amino sekeri fermente edemedegi ve ayrica GIcNAc’in S. sobrinus’un fermente

edilebilir karbonhidratlar1 kullanmasini da inhibe ettigi bildirilmektedir (15, 55).

S. sobrinus’un, S. mutans’tan daha asidojenik ve asidiirik Ozellikte oldugu,
sakkarozdan suda erimeyen polimer yapiminin daha fazla oldugu ve gnotobiyotik

hayvanlarda ¢iiriik yapici 6zelliginin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (55). Ayrica,
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cesitli epidemiyolojik calismalarda S. sobrinus sikliginin yiiksek ciiriikk aktivitesi ile
S. mutans’tan daha cok iligkili oldugu bildirilmis; bu durumun S. sobrinus’un
S. mutans’tan daha hizl asit iiretme 6zelliginden kaynaklanabilecegi vurgulanmistir (87,

112, 114).

S. mutans (serotip c, e, f, k):

S. mutans, c, e, f ve k olmak iizere 4 serotipe ayrilmis ve bu serolojik 6zelligin, hiicre
duvarindaki  rhamnoz-glukoz  polimerlerinin  kimyasal yapis1 baz  alinarak
gerceklestirildigi vurgulanmaktadir. Ayrica serotip ¢’nin insanlarda oral kavitede baskin

olarak bulunan serotip oldugu belirtilmektedir (34, 101, 135, 136).

Insanlardan izole edilen MS ‘nin % 74-94’iinii S. mutans 1 olusturdugu, pit ve fissiir

ciirtiklerinin gelisiminde rol oynadig: bildirilmektedir (76, 87, 135).

S. mutans, 0.5-0.75 um ¢apinda, ¢ift ya da kisa zincirlar halinde bulunmakta ve kanl
agarda, 0.5-1 mm’lik koloniler olusturmaktadir. Bu koloniler yar1 saydam, beyaz
renkte, dairesel, diizensiz bazen piiriizlii ylizeyli ve agara yapisik olabilmektedir. S.
mutans, genellikle o-hemolitiktir. Ancak B-hemolitik suslarinin  da oldugu
bildirilmektedir. Sakkaroz iceren besiyerinde S. mutans, ekstraselliiler polisakkarit
olusturmakta ve S. mutans’a karakteristik Ozellik kazandiran opak, diizensiz, beyaz
koloniler meydana gelmektedir. Bu kolonilerin bazen “islak” (suda c¢oziinen) glukan

polimerleri tarafindan cevrelendigi bildirilmektedir. (34, 85, 147).

S. mutans ve diger mutans grubunda yer alan suslarin sorbitol ve mannitol
fermentasyonu yapmalari ile diger oral streptokoklardan ayrildiklar1 belirtilmektedir.
Ayrica S. mutans’in diger suslardan farkli serolojik o©zelliklerinin bulundugu ve

basitrasine karsi direngli oldugu bildirilmektedir (147).

Bireylerin ¢iiriige yatkinliginda genetik 6zelliklerin rol oynadigi yapilan ¢alismalarda
kanitlanmistir. Insanlarda mine olusumunda gorev alan genlerde meydana gelen
degisiklikler ve bu degisikliklerin S. mutans diizeyi ile etkilesiminin ciirilk olusumunda

etkili oldugu, Patir ve arkadaslarinin calismasinda gosterilmistir (115).
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2.2.3.4.1. MSlerin Epidemiyolojisi

MS, insan ve deney hayvanlar1 modellerinde, dis ciiriigline neden olan baslica

mikroorganizmalar olarak bildirilmektedir (64, 87, 93, 109).

Epidemiyolojik c¢alismalarda, diinyadaki tiim insan populasyonunun S. mutans
tasidig1 bildirmekte ve MSler, bebeklerde erken cocukluk ciiriigiiniin, ¢cocuklarda ve
genglerde mine ¢iirligiiniin, yashlarda ise kok ciiriigliniin etyolojisinde yer almaktadir
(4, 85). Ayrica MSlerin, ¢ok diisiik, diisiik ve yiiksek ¢iiriik siklig1 gozlenen bireylerin

hemen hemen tiimiinde saptanacagi bildirilmektedir (13).

Yapilan caligmalarda bu mikroorganizmalarin, dort yasindaki cocuklarin %33-
75’inde, gen¢ erigkinlerin %80-90’inda ve tiim yetiskin bireylerde bulundugu
belirtilmektedir. ¢, e, f serotipleri (S. mutans) ve d, g serotiplerinin (S. sobrinus)

insanlarda yiiksek oranda bulundugu bildirilmektedir (116).

2.2.3.4.2. MSlerin Edinilmesi

Normal olarak, dogumdan Once fetusun steril oldugu belirtilmektedir. Dogumdan
sonra bebegin agiz boslugu, hizla annenin florasi ile kolonize olmaktadir. Disleri
stirmemis olan ¢ocuklarin agiz boslugunda sadece epiteliyal yiizeyler ve erken kolonize
olan mikroorganizmalar bulunmaktadir. Erken kolonize olan mikroorganizmalar
arasinda; bazi streptokoklar, Veilonella, Actinomyces, Fusobacterium ve bazi Gram (-)
comak mikroorganizmalar bulunmaktadir. S. salivarius, ilk kolonize olan
mikroorganizmalar arasinda yer almaktadir ve dissiz bebeklerde ilk olarak dil

dorsumunda kolonize oldugu bildirilmektedir (21, 22).

MSlerin agizda optimum diizeyde kolonize oldugu belirli bir zaman aralig
bulunmaktadir. Bu dénem “INFEKTIVITE PENCERESI” olarak adlandirilmakta ve 19-
31. aylann (ortalama 26. ay) kapsamaktadir (24, 43, 96, 141, 161). Bununla birlikte,

infeksiyonun ilk bulasma zamaninin anne ya da diger bakicilardan gecisini degistiren
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cesitli faktorler, immunolojik 6zellik, agiz hijyen aligkanliklari, sakkaroz tiiketimi ile

degisiklik gosterebilecegi belirtilmektedir (92).

Cesitli populasyonlarda yapilan c¢alismalarda bes yasindaki ¢ocuklarin %5-42’sinin
bes yillik siire icinde MS ile kolonize olmadigi bildirilmistir (5, 54, 79, 119). Bu
cocuklarin, yeterli derecede yiiksek dozda MS ile karsilasmamasi nedeni ile infektivite
penceresi donemini gecirdikleri diisiiniilmekte; bu durumda 6-12 yaslar1 arasinda,
siirekli dislenme doneminde, ikinci infektivite penceresi doneminin s6z konusu

olabilecegi bildirilmektedir (141).

Daha onceki yillarda yapilan c¢alismalarda, MSnin epiteliyal ylizeylere yapisma
kapasitelerinin diisiik oldugu ve bu nedenle, bu organizmalarin dissiz bebeklerin
agzinda disler siirmeden Once kolonize olamayacagi ancak siit disleri siirmeye
basladiktan sonra ya da akrilik obturator (dudak-damak yariklt bebeklerde)

uygulandiktan sonra izole edilebilecegi bildirilmektedir (19).

Ancak son yillarda yapilan caligmalarda, MSnin dissiz bebeklerin agzinda kolonize
olabildigi vurgulanmaktadir (20, 162). Tanner ve arkadaslar1 ¢calismalarinda dil {izerinde
bulunan papillalarin bu organizmalar i¢in onemli ekolojik yasam alani olusturduklarini

bildirmislerdir (146).

S. mutans’ tiikiirik yolu ile gectigi ve bu suslarin erken donemde kazanilmasinin,
stit ve siirekli dislenme doneminde goriilen yiiksek ciiriik sikligi ile yakindan iligkili

olabilecegi bildirilmektedir (4, 6, 20, 65, 75, 86).

Yapilan calismalarda, disin farkli bolgelerindeki S. mutans sayisinin o bolgede daha
sonra goriilebilecek olan c¢iirik durumu ile yakin iligkisi oldugu bildirilmektedir.
Yiiksek sayida S. mutans saptanan bolgelerde diisiik S. mutans saptanan bolgelere

oranla daha ¢ok ciiriik goriilecegi belirtilmektedir (14).
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2.2.3.4.3. MSlerin gecis yollar

Vertikal Gecis:

Vertikal gecis, mikroorganizmalarin anneden cocuga gegisi olarak tanimlanmaktadir
ve annelerin baglica infeksiyon kaynagi olduklar1 belirtilmektedir (26, 62, 66, 74).
Annelerin, cocuklarina plasenta ya da kolostrum yolu ile sadece immunglobulinleri degil
bazi endojen bakterileri de gecirdikleri belirtilmekte ve anneden pasif olarak alinan
immunglobulinlerin, bebekte hangi endojen bakterilerin kolonize olacagini belirledikleri
vurgulanmaktadir (74). Yapilan calismalarda; annenin baglica kaynak oldugu
bakteriyosin tipleme, serotipleme ya da genotipleme calismalar ile gosterilmis olup
yiiksek MS diizeyine sahip olan annelerin ¢ocuklarinin infeksiyona daha yiiksek egilim

gosterdikleri bildirilmektedir (17, 18, 19, 20, 74, 75).

Aktas ve arkadaslan tarafindan gerceklestirilen ciiriik yapici bakterilerin anneden
cocuga bulagsmasinda etkili olan faktorlerin belirlenmesinin amaglandigl calismada,
cocuklarin agiz ortamlarina MS bulagmasinda annenin tiikiiriik MS sayisinin MS sayisi
>10°cfu/ml ise 10.7 kat, >10°cfu/ml - <10°%fu/ml ise 3.2 kat ve <10’cfu/ml ise 2.5 kat

etkili oldugu belirtilmistir (3).

Horizontal Gecis:

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, insan populasyonunda MSlerin anne disindaki aile
bireylerinden ve ¢ocuklar arasinda da bulasabildigi yani horizontal bulasmanin da soz
konusu olabilecegi bildirilmektedir. Yuvalarin ya da bakicilarin bu organizmalarin

bebege gecisinde onemli kaynaklar olusturdugu belirtilmektedir (20,84, 93).
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2.2.3.4.4. MSlerin virulans faktorleri

Virulans terimi, bir mikroorganizmanin konakta hastalik olusturma kapasitesi olarak
tanimlanmaktadir. MSlerin kariyojenitesinde etkili olan baglica virulans faktorleri;
ekstraselliiler ve intraselliiler polisakkarit sentezi, adezyon, asidojenite ve asit toleransi

olarak bildirilmektedir (72).

Ekstraselliiler Polisakkarit (EPS) Sentezi

S. mutans dis ciiriigiiniin baglica patojeni olarak tanimlanmaktadir. S. mutans’in en
cok iizerinde durulan virulans faktorleri arasinda; sakkarozdan suda coziinmeyen
ekstraselliiler glukan sentezleme oOzelligi yer almaktadir. EPS’lerden ozellikle suda
coziinmeyen glukanlar dis yilizeyine bakteri yapismasinda rol oynamaktadir (138).
Sakkarozdan suda coziinmeyen glukan sentezi, glukoziltransferaz (GTF) aktivitesi ile
gerceklesmektedir. Glukan sentezi, dis biyofilminde bakterilerin birikiminin baslica

nedeni olarak bildirilmektedir (11).

Sakkaroz metabolizmasi

Polisakkaritler, suda c¢oziinebilen ya da c¢oziinemeyen olmak iizere iki gruba
ayrilmaktadir. Suda c¢oziinebilen polisakkaritler hareketlidir ve ortamda bulunan
bakteriler tarafindan metabolize edilebilmektedir. Suda ¢6ziinmeyen polisakkaritler ise,
dis biyofilminin olusumuna katilmakta ve bakterilerin biyofilme tutunmasini
saglamaktadir. Sakkaroz, GTF enzimi tarafindan suda ¢oziinebilen glukanin sentezi icin
kullanilan tek substrat olarak bildirilmektedir. Sakkaroz, asit olusturmak icin, agizda

bulunan streptokoklar tarafindan kolaylikla fermente edilebilmektedir (46).
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Sakkaroz, S. mutans tarafindan ¢esitli metabolik yollar ile kullanilabilmektedir (Sekil
2-4). S. mutans sakkaroz iceren besiyerinde, suda ¢oziinebilen (a-1-6 bagl) ve suda
coziinmeyen (a-1-3 bagli) glukanin (dekstran) biiyilkk miktarda sentezlenmesini
saglayan GTF enzimi salgilamaktadir (46, 69). GTF enzimi de, hiicre yiizeyine
baglanmakta ve sakkarozdan glukan sentezlemektedir. S. mutans GTF enziminin
baglanma 06zelligi ile diger oral bakterilerden ayrilmaktadir (91, 94, 106). Sakkaroz;
fruktoziltransferaz (FTF) ya da glukoziltransferaz (GTF) enzimi ile ekstraselliiler
polisakkaritler (EPS) ve intraselliller polisakkaritleri (IPS) olusturmaktadir. Bu
monosakkaritler asidik ortam olusturmak icin bir¢cok plak bakterisi tarafindan kolaylikla
fermente edilebilmektedir. pH’daki diisiis, mine ya da dentinin dekalsifiye olmasina

neden olmaktadir (46, 47, 69, 106, 149).

Sekil 2.0.2 Sakkarozun S. mutans tarafindan kullanim ve dis ¢iiriigii patogenezi (46)
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Dis yiizeyine yapisma (adezyon):

Dis ciiriigliniin baslangi¢ ve ilerlemesinden sorumlu olan dis biyofilmi i¢inde MSleri
cok sayida bulunmaktadir. MSlerin dis yiizeyine yapismasi dis biyofilminin
olusumunda anahtar rol oynamaktadir (140). S. mutans’lar sakkaroz varliginda dis
yiizeyine yapismakta ve diyetle alinan cesitli sekerleri fermente ederek asit

olusturmaktadir (46).

S. mutans’in dis yiizeyine yapigmasi iki asamadan olusmaktadir: Birinci asamada,
organizma ve tiikiiriik ile kapli dis yiizeyi arasindaki geri doniisiimli ilk etkilesim
gerceklesmekte, geri doniisiimii olmayan ikinci asamada ise GTF enziminin etkisi ile

sakkarozdan suda ¢oziinmeyen glukan sentez edilmektedir (23, 46).

MSlerin sakkarozdan sentezledikleri EPS’ler ve yiizey proteinleri dis yiizeyine
yapismada rol oynamaktadir. S. sobrinus’un dis ylizeyine yapismasinda Oncelikle
EPS’lerin etkili oldugu, yiizey proteinlerinin ise ¢ok az etkisi oldugu bildirilmektedir.
Bu mikrobiyolojik 6zelliklerin yaninda konaga bagh faktorler de dis ylizeyine

yapismayi etkilemektedir (133).

Intraselliiler Glikojen-Benzeri Polisakkarit Sentezi (IPS)

Devamli ve fazla oranda seker alimi; S. mutans’in IPS sentezlemesine neden
olmaktadir. IPS’lar, eksojen seker alimmin smirli oldugu durumlarda organizmalarin
yeterli diizeyde asit olusturmasini saglayacak depo gorevi goren glukanlar olarak

tanimlanmaktadir (46).

Asit toleransi (asidiirite) ve asit iiretimi (asidojenite)

MSlerin bir¢ok farkli sekeri fermente ettigi bildirilmektedir (72). Ortamda sekerin
fazla bulundugu durumlarda, glikoliz sonucu olusan piirivik asit laktatdehidrogenaz

(LDH) enzimi ile laktik asite c¢evrilmekte ve olusan laktik asit’in, dis ciiriigi
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olusumunda en etkili asit oldugu bildirilmektedir (108). Diger agiz bakterileri ile
karsilastirlldiginda MSlerin sakkarozdan laktik asit tiretimlerinin daha hizli oldugu
bildirilmektedir (72).

S. mutans iirettigi adenozintrifosfataz (ATPaz) enzimi ile H" iyonlarim hiicre disina
pompalamakta ve hiicre i¢i asit konsantrasyonunu azaltmaktadir. Bu ozelligi ile S.

mutans pH<S oldugu durumlarda glukolize devam etmektedir (16).

2.2.3.4.5. MSlerin izolasyonunda kullanilan Kiiltiir yontemleri

MS, fakiiltatif anaerop mikroorganizmalar olarak tanmimlanmakta ve 37 °C’de

optimal iireme gosterdikleri bildirilmektedir (47).

MSlerin izolasyonunda bes farkli besiyeri kullanilabilmektedir. Bu besiyerleri; MSB,
mitis salivarius basitrasin kanamisin agar (MSKB), glukoz-sakkaroz-telliirit basitrasin
agar (GSTB), basitrasin ve sakkarozlu triptoz soy broth (TYS20B), sakkaroz ve
basitrasin i¢eren tripton-maya ekstrasistein broth (trypton-yeast extracysteine) (TYCSB)

olarak siralanmaktadir (134).

MS agarda, S. mutans’larin kiiciik, kabarik, diizensiz sinirli koloniler olusturduklari
ayrica S. sobrinus kolonilerinin ise jelatin benzeri kivamda bir koloni ile

sinirlandirildig bildirilmektedir (47).

MSlerin primer izolasyonu i¢in en sik kullanilan besiyerinin sakkaroz, basitrasin, ve
potasyum telliirit iceren MSB agar oldugu belirtilmekte ve S. mutans, S. sobrinus ve S.
rattus icin segici oldugu vurgulanmaktadir. MSB agarda, S. mutans kolonilerinin buzlu
cam goriiniimiinde oldugu; S. sobrinus kolonilerinin ise krem gibi, badem ezmesi

kivaminda, mat tanecikli yiizeyli oldugu bildirilmektedir (143).

MSB agara kanamisin siilfat ve sorbitol eklenmesi ile MSKB agar elde edilmektedir.

TYCSB agar, TYC agar [triptoz, maya Ozii ve sistein (trypticase, yeast extract and
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cysteine)] sakkaroz ve basitrasin icermektedir (134). TYCSB agarda S. sobrinus’un

beyaz siit benzeri bir zon ile sinirlandirilan koloniler olusturdugu bildirilmektedir (143).

2.2.3.4.6. MSlerin belirlenmesinde kullanmilan yontemler

MSlerin belirlenmesi, secici ve se¢ici olmayan agarda olusan koloni morfolojisindeki
farkliliklara, gram boyama, 151k mikroskopunda goriilen farkli hiicre sekli, seker

fermentasyonu ve enzimatik aktivitelere dayanmaktadir (113).

Son yillarda molekiiler mikrobiyolojide gelistirilen yontemler, bakteriyel izolatlarin
tam olarak saptanmasini saglamakta ve ayrica MSlerin genetik cesitliliinin ve gegisinin

belirlenmesinde kullanilabilmektedir (4, 29, 57).

2.2.3.4.7. MSlerin tiplendirilmesi

Bakteriyel izolatlarin tiplendirilmesi, spesifik hastaliklar ile iliskili belirli suslarin ve
infeksiyonlarin heterojenitesinin saptanmasi amaci ile gerceklestirilmektedir. Ozellikle
genotipleme yontemlerinin, tiikiiriik ve mikrobiyal dental plaktan izole edilen MSlerin
genotipik heterojenitesini ortaya ¢ikardiklar1 bildirilmekte ve bu yontemler ile bireylerin
birden fazla MS genotipi ile kolonize olabileceginin gosterilmesinin miimkiin oldugu
vurgulanmaktadir (107). MSlerin tiplendirilmesinde fenotipleme ve genotipleme

yontemleri kullanilabilmektedir.

1. FENOTIPLEME YONTEMLERI

Bakterilerin karakterizasyonunda kullanilan fenotipleme yoOntemleri arasinda,

bakteriyosin tipleme, serotipleme ve biyotipleme yer almaktadir (78).
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Bakteriyosin tipleme

Agizda bulunan streptokoklar i¢in gelistirilen ilk epidemiyolojik tipleme yoOntemi
oldugu belirtilmektedir. Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan iiretilen ve diger
bakterilerin ¢ogalmasini inhibe eden protein yapisinda ~maddeler olarak
tanimlanmaktadir (59, 86). S. mutans tarafindan iiretilen bakteriyosinler ‘mutasin’

olarak adlandirilmaktadir (45, 60).

Bakteriyosin tipleme, belirli isaretli suslarin bakterilerin cogalmasi iizerindeki inhibe
edici Ozelliginin saptanmasi1 ve diger suslar tarafindan tiplendirilen bakteriyosinlere
kars1  duyarliligin  Olgiilmesi  ile  gerceklestirilmektedir. Bu  yOntemin,
mikroorganizmalarin anneden bebege gecisinin tamimlandigi c¢alismalarda ve
bakterilerin epidemiyolojik tiplendirilmesi i¢in uygulandig: belirtilmektedir (45, 52, 71,
161).

Serotipleme:

Serotipleme yonteminin, MSlerin tiplendirilmesinde siklikla kullanildigi ve bu
yontemde simiflamanin, hiicre duvarindaki antijenler temel alinarak gerceklestirildigi
bildirilmektedir. Ancak bu yontemin kolonileri karsilagtirmaya ve farkli bireylerden
elde edilen benzer serotipler arasindaki farklarin belirlenmesine izin vermedigi

belirtilmektedir (97).

Biyotipleme:

1974 yilinda Shklair ve Keene, mutans streptokoklarini; fermentasyon, arjinin
hidrolizi ve bakteriyosin duyarlilik 6zelliklerine gore a’dan e’ye kadar bes biyotipe
ayirmiglardir ve bu biyotiplerin daha Once tamimlanmis olan serotiplerle uyumlu
olduklarim bildirmislerdir. Ayrica bu yontemlerin yani sira, hiicresel yag asidi analizi,
hiicre protein analizi gibi yontemlerin de biyotiplemede kullanilabilecegi

belirtilmektedir (61).
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2. GENOTIPLEME YONTEMLERI

Molekiiler tipleme yontemlerinin, mikroorganizmalarin DNA’lan ile ilgili, ayirt
ediciligi ve tekrarlanabilirligi yiiksek yontemler olduklar belirtilmektedir. Bu tipleme
yontemleri arasinda; Arbitrarily-Primed Polimeraz Zincir Reaksiyonu (AP-PZR),
Restriction Fragment Length Polymorphism (Restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi:

RFLP) gibi yontemler yer almaktadir (48, 126, 158).

POLIMERAZ ZiNCiR REAKSiYONU (PZR)

1983 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde Karry Mullis tarafindan gelistirilen bu
yontem niikleik asitlerin canli organizma i¢inde bulunmadan, uygun kosullar altinda
cogaltilmasi esasina dayanmaktadir (98). Hem arastirmada hem de klinik laboratuvar
tanisindaki uygulama alanlariyla biiyiik oneme sahip olan PZR'unun gelistirilmesindeki
calismalart nedeniyle, Karry Mullis’in, 1993 yilinda Nobel Odiiliinii aldig
bildirilmektedir (128, 137).

PZR, spesifik bir DNA par¢asinin kopyalarinin primerler tarafindan yonlendirilerek,
enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde tanimlanan in vitro bir yontemdir. Kolay
uygulanabilir olmasi ve hizli sonu¢ vermesi gibi avantajlar1 nedeniyle; kalitsal
hastaliklarin tanisinda, prenatal (dogum Oncesi) tanmda, klinik Orneklerde patojen
(hastalik yapabilecek) organizmalarin saptanmasinda, adli tipta, klonlamada; gen
tanimlamasi aragtirmalari, adli tip 6rneklerinin genetik tiplendirilmesi (annelik-babalik
tayini), doku transplantasyonu i¢in doku tipinin belirlenmesi gibi tip alanlarinda,
tarimda (tohum safliginin belirlenmesi), sistematik ve evoliisyon caligmalari gibi bircok

farkli alanda (dogadaki ¢esitli canli tiirlerinin tanis1) kullanilabilmektedir (98, 137, 154).
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PZR’IN TEMEL BIiLESENLERI

PZR’1n temel bilesenleri, kalip olarak kullanilan DNA molekiilii, DNA polimeraz
enzimi, primerler, ANTP karisimi, tampon ve MgCl, ‘diir (125, 154).

Kalip DNA:

PZR’da genomik DNA'’lar, plazmid ve faj DNA’lar1, ¢esitli genler ve hatta herhangi
bir DNA parcas:1 kalip olarak kullanilabilmektedir. Kalip olarak tek ya da cift iplikli
DNA’nin yani sira RNA’da kullanilabilmektedir (154).

Polimerazlar:

DNA polimeraz enzimleri, kalip iplige tamamlayic1 bir DNA ipligi meydana
getirmek {izere, orjinal kalip iplikteki baz bilgisini kullanarak primer ciftine bir enzim
yardimiyla dort ¢esit deoksiriboniikleozid trifosfat (ANTP) ekleyerek zincirin sentezini
gerceklestirirler. Enzim sentezi baglatmak icin kalip molekiildeki tamamlayici diziye
baglanan primer c¢iftine gerek duymaktadir. Termostabil (1siya dayanikli) DNA
polimeraz enzimlerinden PZR’de en yaygin olarak kullanilan, Thermus aquaticus’dan

elde edilen Tag DNA polimeraz enzimidir (153, 154).

Primerler:

PZR’nun bircok uygulamasi icin kalip DNA’ya tamamen tamamlayici olan ve
genellikle 18-20 oligoniikleotidden olusan primerlere gerek duyulmaktadir. Primerler,
primer sentezi yapan laboratuvarlardan ya da ticari olarak elde edilebilmektedir. Primer
tasarimi yapilirken cogaltilmasi istenen DNA dizisinin iki ucundaki, dizisi bilinen
kisimlar dikkate alinmakta ve bu bolgelere tamamlayici olan primerler tasarlanmaktadir.
Primer tasarimi yapmak i¢in bilgisayar programlari da gelistirilmis olmakla birlikte,
cogu zaman arastiricilar ilgilendikleri genleri ya da DNA parcalarini ¢cogaltmak icin

kendileri primer tasarimi yapmak durumundadirlar (153, 154).
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dNTP Karisimi:

Deoksiriboniikleozid trifosfatlar (ANTP, dATP, dGTP, dTTP, dCTP), tek tek ya da
dortlii karisim halinde ticari olarak saglanmaktadir. Her deoksiriboniikleozid trifosfat
konsantrasyonunun esit olmasi (20-200mM) iiriiniin 6zgiinliigii ve dogru sonug elde
edilebilmesi acisindan Onem tagimaktadir. Stok dNTP soliisyonlarinin pH’mnin 7.0

olmas1 gerektigi ve konsantrasyonlarinin spektrofotometrik olarak kontrol edilmesi

gerektigi belirtilmektedir (153, 154).

Tamponlar ve MgCl, :

Tamponlar ve MgCl,, DNA polimeraz enziminin c¢aligmas: i¢in gerekmektedir.
PZR’da kullanilan ¢esitli tamponlar arasinda genellikle onerilen PZR tamponunun, -20
°C’de saklanan 10-50 mM Tris-HCIl oldugu bildirilmektedir. Tris amplifikasyon

siresince pH’nin 6.8 ile 7.8 arasinda olmasini saglamaktadir (154).

Mg+2 iyonlari, dNTP’ler ile c¢oziinebilir kompleksler olusturmakta, polimeraz
aktivitesini uyarmakta ve cift iplikli DNA’nin denatiirasyon derecesini artirmaktadir.
Diisik MgCl, konsantrasyonu {iriin olusumunda azalmaya; yiliksek MgCl,

konsantrasyonu ise spesifik olmayan iiriin birikimine yol acabilmektedir (153, 154).

PZR’NUN OLUSUM MEKANIZMASI

PZR, cift iplikli bir DNA molekiiliinde hedef diziye iki oligoniikleotid primerin
baglanmasi ve uzamasi esasina dayanmaktadir. Kalip DNA molekiilii, yiiksek sicaklik
derecelerinde denatiire edildikten sonra primerler, tek iplikli DNA molekiilleri {izerinde
kendilerine tamamlayici olan bolgelerle hibridlesmektedir. Primerlerin spesifik olarak
hedef dizilere baglanmasi diisiik sicaklik derecelerinde gerceklesmektedir. DNA
polimeraz enzimi, uygun tampon ve dNTP varliginda primerin 3' hidroksil ucundan

uzamasini saglamaktadir (154).
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PZR, denatiirasyon, primerlerin baglanmasi ve DNA sentezi olmak {iizere ii¢
basamaktan olusan dongiilerin tekrarlanmasi ile gerceklestirilmektedir. Her tekrarlanigta
iki primer arasinda kalan hedef DNA’nin iki zincirine ait kopyalar1 c¢ikartilmaktadir

(129).

Denatiirasyon: Cogaltilmas: istenen cift zincirli kalip DNA, 94-96 °C’ye kadar
isitilarak  zincirleri birlestiren hidrojen baglarinin  kopmasi sonucunda birbirinden
ayrilmaktadir. Eger calisilacak genetik materyal RNA ise Once revers transkriptaz
enzimi ile komplementer DNA (cDNA) olusturulmakta ve daha sonra olusturulan

cDNA primere kaliplik etmektedir (129, 157).

Baglanma (Annealing): Sicakligin diisiiriilmesi ile, cogaltilmasi diisiinilen DNA
icin spesifik primerler kendilerine 6zgii dizileri taniyip baglanmaktadir. Her primer,
ornekteki orijinal DNA sarmalinin 3’ veya 5° sarmalindan birinin tamamlayicisidir
(157). Ortam sicakliginin, primerlerin optimum kosullarda baglanabildigi sicakliga
kadar sogutulmasi ile primerler kendileri i¢in 6zgiil dizileri taniyarak 5’—>3" yoniinde
baglanirlar. Primerlerin 6zgiil olarak baglanmasi i¢in kullanilan sicaklik genellikle 55-

65 °C arasinda degismektedir (88).

Uzama (Elongasyon): Her primer hibridlestigi tek ipligin karsiligim1 sentezler. Bu
sentezin gerceklesmesi igin termostabil o©zelligi olan ve Thermus aquaticus
bakterisinden elde edilen Taq DNA polimeraz enzimine gereksinim vardir. Ortam
sicakligt Tag DNA polimerazin calistigi optimum sicaklik 72 °C’ye getirildiginden
enzim molekiilleri primerlerin 3’ uglarina baglanarak DNA sentezine baslar. Enzim,
primerlerin 3° ucuna dNTP’leri ekleyerek her iki zincir iizerinde 5°’—>3’ yoniinde DNA
sentezi yapar. DNA sentezi diger ugtaki primer bolgesine de geger. Dolayisiyla yeni

zincirler ile birlikte yeni primer baglanma bolgeleri olusturulmaktadir (88, 129).

PZR protokolii iic asamal1 bir dongii olarak kabul edilir ve tipik olarak 30-50 dongiiden
olusmaktadir:
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Sekil 3.0.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonunun sematik olarak gosterilmesi (169)
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Ardarda tekrarlanan denatiirasyon, primerlerin baglanmasi ve primerlerin uzamasi
evreleri ile DNA parcalan iissel olarak artmaktadir. Bu iissel artisin nedeni, bir dongii
sonucu sentezlenen iirliniin, ardigtk dongiide diger primerler icin kalip gorevi
yapmasidir. Boylece her PZR dongiisit DNA molekiilii {izerinde istenilen bolgenin iki
katina ¢ikmasi ile sonuclanmaktadir. PZR boyunca biriken {iiriinlerin boyu iki primerin
boyu ve hedef DNA bolgeleri arasindaki mesafelerin toplami kadardir. Cogaltilan PZR

tiriinleri agoraz jel elektroforezi ile goriiniir hale getirilmektedir (154).

Agaroz jel elektroforezi, elektriksel giic uygulanilarak DNA’nin katoddan anoda
dogru goc¢ etmesi ilkesine dayali olan ve DNA’min molekiiler agirhiginin ve/veya

safliginin belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir (110).

Varsayilan patojenlerin saptanmasinda direkt mikroskop incelemesi, kiiltiir, enzim

testleri gibi cesitli yontemler kullanilabilmektedir. Diger geleneksel yontemler ile
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karsilastirildiginda, PZR yoOntemi ile bakteri suslarimin daha hassas bir sekilde
saptanabildigi vurgulanmaktadir. Ayrica PZR incelemesinin, S. mutans ve S. sobrinus
gibi  karyojenik  bakterilerin  saptanmasinda ve tamimlanmasinda kolaylikla

uygulanabilecegi belirtilmektedir (114, 124, 130).

PZR yontemi, yliksek kesinlik ve kisa siirede sonug¢ elde edilmesi nedeni ile
tanimlanan DNA sekanslarinin amplifikasyonu yapilarak bakteri ya da viriislerin

saptanmasinda kullanilabilmektedir (123, 124).

PZR TiPLERI

Cok farkli PZR tipleri olmakla birlikte; agiz mikrobiyolojisinde en ¢ok kullanilan
PZR tipleri asagida agiklanmistir:

% Arbitrarily Primed Polimeraz Zincir Reaksiyonu (AP-PZR)

[k olarak 1990 yilinda Welsch ve McClelland tarafindan gelistirildigi bildirilen AP-
PZR yoOntemi, rastgele amplifiye edilmis polimorfik DNA (random amplified
polymorphic DNA) yontemi olarak da adlandirilmaktadir (163). Bu yontem, DNA’nin
bircok bolgesinin, rastgele secilmis bir ya da birden fazla primer kullamilarak
cogaltilmast esasina dayanmaktadir (31). Kullanilan primerler yaklagik 9-10 baz cifti
uzunlugunda kisa primerler olup bunlarin baglanma dereceleri diisiiktiir. Bu diisiik
sicaklikta secilen primer kendisi i¢in 0zgiil olan bolgelere baglanabildigi gibi 6zgiil

olmayan yerlere de gidip baglanabilmektedir (77, 126, 142).

Giintimiizde kullanilan en basit DNA temelli tiplendirme yontemi olarak tanimlanan
AP-PZR, cesitli tiirlerdeki suslarin  tiir icindeki degisik serotiplerin ve serotip
icerisindeki cesitli alt tiplerin ayrilmasinda kullanilmaktadir Yapilan caligmalarda, S.
mutans ve S. sobrinus tiplendirilmesinde, gecis ve kolonizasyon o0zelliklerinin

saptanmasinda kullanilabilecek uygun bir yontem olarak bildirilmektedir (10, 154, 158).
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Uygulamasinin kolay olmasi, kisa siirede sonu¢ vermesi yontemin avantajlari
arasinda yer alirken; standardizasyonunun saglanamamis olmasi yontemin dezavantaji

olarak bildirilmektedir (48, 83, 126).

+*» Nested PZR

Bu yontemde klasik PZR’den farkli olarak iki takim amplifikasyon primeri
kullanilmaktadir. Bir primer seti ile DNA sekansinin birinci amplifikasyonu
gerceklestirilmekte, ikinci primer seti ile reamplifikasyon saglanmaktadir. Kulanilan
ikinci primer seti diziye Ozgiidiir. Tek asamali PZR yontemine gore daha hassas ve
spesifik bir yontem oldugu bildirilmektedir. Toplam dongii sayisinin fazlaligi nedeni ile
yilksek oranda duyarli olan bu yontem mikrobiyal dental plaktan mutans
streptekoklarinin direkt olarak saptanmasinda da kullanilabilmektedir. Bu yontemin en
onemli avantajinin mutans streptekoklarinin kiiltiir ve izolasyon islemleri gerekmeden
direkt olarak saptanmasi oldugu; en biiyiik biiyiik dezavantajinin ise, ilk amplifikasyon
asamasinin tamamlanmasindan sonra iiriinlerin ikinci tiipe transferi sirasinda yiiksek

kontaminasyon riski tasimasi oldugu belirtilmektedir (58, 131, 154).

+ Multipleks PZR

Multipleks PZR, ayni tiipe farkli hedefler i¢in 6zgiil olan iki veya daha fazla primerin
birlikte konuldugu ve aymi zamanda ¢ok sayida hedef dizinin amplifiye edildigi bir

amplifikasyon reaksiyonu olarak tanimlanmaktadir (38, 53).

Bu yontem, farkli bakteri tiirlerinin, ayn1 zamanda tanimlanmasina izin vermektedir.
Klasik PZR ile ayn1 basamaklarda gerceklesmektedir. Verilen hedef bakteriye 6zgii olan
cesitli primer ciftleri, tek tiiplii amplifikasyon reaksiyonunda kullanilmaktadir.
Multipleks PZR ile daha az zamanda daha c¢ok hedef bolge amplifikasyonu
gerceklestirildiginden bu  yontemin olduk¢a kullamighh  bir yontem oldugu
belirtilmektedir (38, 137).
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% Real Time (RT) PZR (Gercek Zamanh PZR)

Reaksiyon sirasinda olusan {iriinlerin devamli oOlciilmesi ile karakterize oldugu
bildirilmektedir. RT-PZR’de DNA, isaretli bir probun yardimiyla cogaltilmaktadir. Bu
yontemde; her bir PZR dongiisiinde olusan floresans 1sinimi araciligi ile son iiriin
miktar1 e zamanh olarak saptanabilmektedir. Cihaz boyayi 151k ile yaymakta ve optik
sistem ile olusan floresan miktarin1 okumaktadir. RT-PZR kapali bir sistem iginde
gerceklestiginden dolayr bu yontemde c¢ok sayidaki oOrnekle son derece az

kontaminasyon riskiyle giivenle calisilabilmektedir (90,154).

Restriction Fragment Length Polymorphism (Restriksiyon parca uzunluk

polimorfizmi: RFLP)

RFLP, kromozomal DNA veya viral RNA’nin endoniikleaz enzimleri ile kesilmesi ve
elde edilen farkli biiylikliikteki bantlarin agaroz jel elektroforezi ile goriintiilendikten
sonra UV 151k altinda incelenmesi esasina dayanan bir yontem olarak tanimlanmaktadir.
S. mutans ve S. sobrinus’un tanimlanmas ic¢in kullanilan yontemlerden biri olan RFLP,
suslarin besiyerlerinde Kkiiltiir ve izolasyonu yapildiktan sonra uygulanmaktadir.
Islemlerin uzun zaman gerektirmesi, bu yontemin dezavantaji olarak bildirilmektedir

(97, 130, 131, 153, 154).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Kullanilan Aletler

Agaroz jel elektroforez diizenegi, E-C Apparatus Corpation EC250-90
Agaroz jel elektroforez gii¢c kaynagi, Edi
Mum kavanozu, Oxoid

Bunsen beki

Buzdolabi, Arcelik No Frost

Derin dondurucu —20° C, Argelik

Derin dondurucu -80° C, Thermo

Distile su cihazi, Simplicity, Millipore
Etiiv, Memmert

Giic kaynagi, Edi

Hassas terazi, Shimadzu Ax200

Isisal dongii cihazi, Eppendorf Mastercycler personal
Laminar flow, Heraeus

Manyetik karistirici, Niive MK 418
Mikrodalga firin, Vestel

Mikroskop, Olympus CH-2

Otoklav, Niive OT 4060

Otomatik mikropipetler, Finn

Pasteur firini, Dedeoglu

PH metre, WTW

Polaroid transliminator, GelCam

Terazi, Owa labor

Santrifiij, Heraeus Biofuge pico
Santrifiij, Elektro-mag M-16

Su banyosu, Niive BM 402

UV kaynagi, Vilber Lourmat TCX-20M
Vorteks, Falc Mix-20
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3.1.2. Kullanilan Besiyerleri

Beyin kalp infiizyon s1v1 besiyeri, Merck (VM325993)
Mitis salivarius agar,Acumedia,7277A

Sorbitol, Sigma (S-1876)

Sakkaroz, Merck (K 33154951)

Triptic soy broth, Merck(VM230759)

3.1.3. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Agaroz, Sigma (A-9539)

Asetik Asit Glasiyal, Riedel-de Haen (27225)
Bromfenol Mavisi, Merck (L-307222)

dNTP set, Fermantas

Etanol, Merck (K-23047571)

Etidyum bromid (2,7 Diamino-10ethyl-9phenyl-phenanthridnium bromide), Sigma(E-
1510)

Etilendiamintetraasetat (EDTA), Sigma (E-5134)
Gliserol, Merck ( K35624492)

Kristal Violet boyasi, Merck ( K22815008)
Magnezyum kloriir,(25mM) Fermantas
Potasyum iodiir, Merck (B158740)

Sodyum klorid, Merck (K30914004)

Sulu Fuksin boyasi, Merck (5232675)

Taq DNA polimeraz, MBI Fermantas

Trisma base, Sigma (T-6066)

Triton-X100, Sigma (T8787)

®x HAE III, Fermantas (SM0251)



3.1.4. Kullanilan Sarf Malzemeler

Cam balon (500 ml)

Basitrasin

Cam tiip (10 ml)

Eppendorf tiipii (0.2 ml1,0.5 ml, 1.5 ml)
Falcon tiipii,( 15 ml1,50 ml)
Immersiyon yag1, Merck (840257131)
Kalayci pamugu

Lam

Mum

Plastik saklama kutusu

Plastik tek kullanimlik 6ze

Sakiz ( Falim, sekersiz damla sakizi)
Steril ekiivyon cubugu

Steril ependorf tiipii (0.2 ml, 0.5 ml, 1.5 ml, 2 ml)
Steril petri kutusu

Steril pipet ucu (10ul,100 ul,1000 ul)
Steril plastik pipet (1 ml,10 ml)

Steril tiikiiriik kab1 (100 ml)

Spor

Telliirit, BBL (211917)

3.1.5. Kullanilan Standart suslar

Streptococcus mutans ATCC 25175
Streptococcus sobrinus ~ ATCC 33478

34



35

3.1.6 Kullanilan Sulandirma Ortamlar ve Besiyerleri

Tuzlu su
8.5 g NaCl ve 1000 ml distile su homojen olacak sekilde karistirilmis ve cam tiiplere
4.5 ml olarak dagitilmistir. 121 °C’de 15 dakika otoklavlanip steril edildikten sonra oda

1sisinda saklanmustir.

Mitis Salivarius Basitrasin Agar (MSB)

Mitis salivarius basitrasin agar, mutans streptokoklarin tanimlanmasinda segici

besiyeri olarak kullanilmaktadir.

90g mitis salivarius agar, 150g sakkaroz ve 1000 ml distile su homojen olacak sekilde
kanigtirilmistir. pH: 7.0 £ 0.2 olacak sekilde ayarlanmis ve hazirlanan besiyeri 121 °C’de
15 dakika otoklavlanip steril edilmistir. Besiyeri, otoklavdan cikarildiktan sonra 50
°C’ye kadar sogutulmus ve icine %] telliirit ve 0.2 U/ml olacak sekilde, filtre ile
sterilize edilmis basitrasin konulmustur. Hazirlanan besiyeri steril petri kaplarina

dokiiliip sogumaya birakildiktan sonra besiyerleri buzdolabinda 4 °C’de saklanmaistir.

Beyin Kalp Infiizyon Buyyon Besiyeri

37g beyin kalp infiizyon broth ve 1000 ml distile su homojen olacak sekilde
kanigtirnlmistir. pH: 7.4+ 0.2 olacak sekilde ayarlanmis ve cam tiiplere 2 ml olarak
dagitilmistir. 121 °C’de 15 dakika otoklavlanip steril edildikten sonra buzdolabinda 4

°C’de saklanmustir.
Sorbitol Besiyeri
= Bromtimol mavisi

0.2g Bromtimol mavisi iizerine 2.5 ml %98’lik etanol konulduktan sonra, en son

olarak 50 ml distile su ilave edilmis ve homojen olacak sekilde karistirtlmistir. pH: 7.2+



36

0.2 - 7.4+ 0.2 olacak sekilde ayarlanmisg ve 121 °C’de 15 dakika otoklavlanip steril

edilmistir.

= Peptonlu su
Sg pepton, 2.5g NaCl, 5 ml bromtimol mavisi 500ml distile su homojen olacak
sekilde karnistirnllmistir. pH: 7.2+0.2-7.440.2 olacak sekilde ayarlanmis ve 121 °C’de 15

dakika otoklavlanip steril edilmistir.

= Sorbitol
1g sorbitol ve 100 cc peptonlu su homojen olacak sekilde karistirllmistir. pH: 7.2+
0.2 -7.4% 0.2 olacak sekilde ayarlandiktan sonra 0.45 pm’lik filtreden gecirilerek steril

edilmis ve. buzdolabinda 4 °C’de saklanmistir.

3.1.7. Tampon Cozeltiler ve Soliisyonlar

= Steril Tris-EDTA (TE) Buffer

Tris-HCI 10 mM
EDTA (pH 7.4) 1 mM

= Lizis Buffer

Tris-HCl  (pH 8) 100 mM

EDTA (pH 8) 10 mM
Triton-X 100 %10
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= PZR Tampon 10x

Tris-HCI (pH 8,3) 100mM
MgCl, 15 mM
KCl 500 mM
Jelatin %0,01

Deoksi Niikleozid Trifosfatlar (dATP, dCTP, dTTP, dGTP)

Herbiri 100 mM konsantrasyonda olan dGTP, dCTP, dATP, dTTP’den 10’ar ul alinip

60 ul su konarak 10 kez seyreltilerek hazirlanmis ve —20 °C’ de saklanmustir.

Taq DNA polimeraz

Genellikle 5 U/l olarak buffer’1 ile birlikte ticari olarak satilmaktadir.

Primerler

Ya liyofilize ya da ¢ozelti halinde satilmaktadir. Protokoliine uygun olarak, 10-50
pmol olacak sekilde sulandirildiktan sonra eppendorf’lara boliinmiis ve -20 ‘C’de

saklanmustir.



38

3.1.8. Agaroz Jel Elektroforezi icin Kullanilan Cozeltiler

Tris Asetikasit EDTA (TAE) Tamponu 10x

242¢g Trisma base, 57,1 ml Glacial acetic acid, 100 ml 0,5 M EDTA (pH 8.,0)
karigtirilarak, stok olarak hazirlanmaktadir. Stok soliisyondan 1/10 seklinde distile suyla

sulandirilarak kullanilmaktadir.

Etidyum Bromid

10 mg/ml olarak hazirlanmaktadir. Distile suda manyetik karistirici ile ¢cok uzun
stirede ¢oziildiikten sonra +4 °C’de karanlikta saklanmaktadir. 10 mg/ml ¢6zelti halinde

ticari olarak satilmaktadir.

Yiikleme tamponu
%0,25 Bromfenol mavisi ve %30 Gliserol TAE tamponu icinde karistirilarak

hazirlanmaktadir.
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3.2. YONTEM

Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim
Dalr’na rutin kontroller i¢in gelen, hamileliginin son ayinda yer alan 15 anne ve baba
calismaya alinmistir. Bu anne ve babalar, yapilacak calisma ile ilgili bilgi verilerek
aydinlatilmis ve onam formu okutularak kabul eden anne ve babalara imzalatilmistir
(Ek 1. Hasta onam formu). Anneler tiikiiriiklerinde mutans streptokok acisindan
degerlendirilmistir. Tiikiiriiklerinde 10° cfu/ml ve iizeri olan yedi anne ve esleri ¢alisma
grubunu olusturacak sekilde calismaya alinmistir. Calisma grubunda yer alan ¢ocuklar
calisma grubuna alinan anne ve eslerinin cocuklart olup, dogum sonrasinda ¢aligsma

grubuna dahil edilmistir.

Anne ve babalarin Diinya Saglik Orgiiti (WHO) kriterlerine gore a@iz ici
muayeneleri yapilmis, ciiriik, dolgu yapilmis ve cekilmis disler (DMFT) belirlenmis ve
Istanbul Universitesi Dishekimligi Fakiiltesi Mikrobiyoloji Bilim Dali’nda hazirlanmis
olan Ciiriik Aktivite Testi (CAT) formuna bilgileri kaydedilmistir ( Ek 2. Ciiriik aktivite

testi istek formu).

3.2.1. Orneklerin alimmasi

Anne ve babalardan tiikiiriik 6rnekleri bir defa olmak iizere dogumdan sonraki birinci
ayda alinmistir. Ornekler alimirken bireylerin en az bir saat kadar yemek yememis
olmalarina ve son 30 giin icerisinde antibiyotik kullanmamis olmalarina dikkat
edilmistir. Anne ve babalara sekersiz sakiz bes dakika siire ile ¢ignetilmis ve bu siire

icinde agizda toplanan uyarilmus tiikiiriik 6rnegi steril bir kaba toplanmustir.

Cocuklardan ornek alimi dogumdan sonraki bir, dort, dokuz ve on ikinci aylarda
yapilmistir. Cocuklardan Ornek alimu, steril ekiivyon agiz icine siiriilerek
gerceklestirilmistir. Calismanin laboratuvar islemleri Istanbul Universitesi Dishekimligi
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Bilim Dali’nda gerceklestirilmistir. Anne, baba ve cocuklardan

alinan 6rnekler yarim saat icerisinde laboratuvara ulastirilmastir.
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3.2.2. Orneklerin ekimi ve cogaltilmasi

Laboratuvara ulastirilan tiikiiriik 6rnekleri bir dakika siire ile vortekslenmistir. 0.5 ml

ornek alinip, 4.5 mI’lik tuzlu suda 10" ve 10"e kadar on katl seri diliisyonu yapilmustir.

Sekil 3.0.1 Orneklerin tuzlu suda seri diliisyonlar

0.5 ml 0.5ml 0.5 ml 0.5 ml

ANAN AP A"

ornek -1 -2 -3

10° diliisyonu yapilan érnekten 0.1 ml MSB agara ekim yapilarak mum sondiirme

kavanozunda 37 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir.

Sekil 3.0.2 Mum sondiirme kavanozu
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3.2.3. Mutans Streptokoklarin izolasyonu ve tanimlanmasi

Inkiibasyon sonunda besiyerinde diizensiz, sert buzlu cam goriiniimiinde, 0.5-2 mm

capinda mutans streptokok kolonileri gozlenmistir.

Sekil 3.0.3 MSB agarda iireyen mutans streptokok kolonileri

3.2.4. Beyin kalp infiizyon buyyon besiyerine ekim yapilmasi

MS kolonilerin herbirinden ayr1 ayrnt MSB agara ekim yapilmis ve mum sondiirme
kavanozunda 37 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda bu koloniler
beyin kalp infiizyon buyyon besiyerine inokiile edilmis ve mum sondiirme kavanozunda

37 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir.
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3.2.5. Gram Boyama

Beyin kalp inflizyon buyyon besiyerinde iireyen kolonilerin gram 6zelliklerinin
belirlenmesi ve kontaminasyon agisindan degerlendirilmesi amaciyla gram boyamasi
yapilmistir. Bunun i¢in hazirlanan preparat alevden ii¢ kez gecirilirek tespit edildikten
sonra bir dakika kristal violet boyasi ile isleme tabi tutulmustur. Bir dakika lugol ile
bekletildikten sonra alkol ile mor boya tamamen dekolarize edilmistir. Zit boya olarak
sulu fuksin kullanilmis ve sulu fuksinde 30 saniye bekletilmistir. Son olarak su ile
yikanmis ve kurulanarak mikroskopta immersiyon objektifinde incelenmistir. Gram

pozitif ve kontaminasyon olmadig1 saptanan izolatlar ¢alismaya alinmustir.

3.2.6. Sorbitol Besiyerine Ekim Yapilmasi

S. mutans ve S. sobrinus’un sorbitol pozitif Ozelligine sahip olmasi nedeni ile
koloniler sorbitol besiyerine ekilmistir. Sorbitol pozitif olanlar PZR islemi ig¢in
alinmistir. Sorbitol pozitif suslar steril gliserin iceren 500 ul’lik saklama besiyerine

alinarak, - 80 °C’de saklanmustir.

3.2.7. Standart S. mutans ve S. sobrinus Suslarinin Ekilmesi

-80 °C’de saklanan daha ©onceden sulandirilmis S.mutans ve S.sobrinus standart
suslarindan bir O6ze ile almarak MSB agara ekim yapilmistir. Mum sondiirme

kavanozunda 37 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir.
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3.2.8. Bakteri DNA’sinin Elde Edilmesi

DNA’nin elde edilmesi Oho ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanan yontemin modifiye
edilmesi ile gerceklestirilmistir (112). Bu yontemdeki islemler asagida tanimlandigi

sekilde yapilmistir:

1. Sorbitol pozitif izolatlarin her biri 2 ml beyin kalp infiizyon buyyon besiyerinde
mum sondiirme kavanozunda 37 °C’de bir gece inkiibe edilmistir.

2. Calisma baslangicinda 5 sn siire ile vortekslenen ornekten 90 ul eppendorf
tiiptine alinmustir.

3. Uzerine 10 pl lizis buffer (100 mM Tris HCL pH:8.0, 10 mM EDTA pH:8.0,
%10 Triton- X-100) ilave edilmistir.

4. Ornek yaklasik 30 sn vortekslendikten sonra 10 dakika su banyosunda
kaynatilmstir.

5. Kaynatma isleminin sonunda hizla alinip 10 dakika buzda bekletilmistir.

6. 10 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

7. DNA iceren sivi kisitm bagka bir eppendorf tiipiine konularak kullanilincaya
kadar -20 °C’de saklanmustir.

S. mutans ve S. sobrinus’un tiir tanisi, tiire Ozel olan 16S rDNA primerleri

kullanilarak PZR ile gerceklestirilmistir.

Ekstraksiyon asamasindan sonra temiz odada PZR karisitmi asagidaki sekilde

hazirlanmustir.
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3.2.9. PZR karisim

Tampon 10x Spl

dNTP 10 mM Il

Primer 1 (50 pmol/ml) Tpl

Primer 2 (50 pmol/ml) Ipl

MgCl, 3ul

Su 28,6 ul

Taq DNA polimeraz 04 pnl21IU)
Toplam 40 nl

Karisim temiz odada hazirlanarak iizerine ekstraksiyon odasinda 10 pl DNA

ekstraksiyonundan konularak 1sisal dongii cihazinda cogaltilmistir.

Sekil 3.0.4 Isisal dongii cihaz1
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3.2.10. PZR Programi
95°C5dk

+
95°C 1dk
60 °C 1dk + 36 dongii + 72 °C 10 dk.+ 4 °C o program sonlanmuistir.
72 °C 1dk

3.2.11. Kullanilan Primerler

S. mutans primerleri

5-GGT CAG GAA AGT CTG GAG TAA AAA GGCTA-3

5’-GCG GTA GCT CCG GCA CTA AGCC-3’

S. sobrinus primerleri

5’-CGG ACT TGC TCC AGT GTT ACT AA-3’

5’-GCCTTT AAC TTC AGA CTT AC-3°

Beklenen PCR iiriinii uzunluklar1 S. mutans i¢in 282 bg; S. sobrinus icin 546 bg dir.

3.2.12. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Agaroz jel elekroforezi, elektriksel giic uygulanarak DNA’nin katoddan anoda dogru
goc etmesi ilkesine dayali olan ve DNA’nin molekiiler agirliginin ve/veya satfliginin
belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir. Jel 0,5x 8x10 cm boyutlarindaki kalipta
hazirlanmustir. % 1.5 lik agaroz jel hazirlamak i¢in; agarozdan 0,6g tartilarak son hacim
40 ml olacak sekilde 1x TAE tamponunda eritilmistir. Sogutulduktan sonra bu karisima
DNA boyasi olarak 10 mg/ml etidyum bromidden 3 pl ilave edilmistir. Jel kabina

taraklar yerlestirildikten sonra agaroz solusyonu dokiilerek jel formuna gelene kadar
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sogumas1 beklenmis, yerlestirilen taraklar ¢ikarildiktan sonra jelin elektroforez tankina
aktarilmasi ile tank i¢ine 1x TAE tamponu konularak PZR 6rneklerinin yiiklenmesine

gecilmistir.

3.2.13. Jelin Yiiriitiilmesi ve Goriintiilenmesi

Orneklerin PZR asamalarindan sonra, eppendorf tiiplerindeki PZR iiriinlerinden 10
ul, yaklasik 2 pl yiikleme tamponu ile karistirilarak jele yiiklenmistir. Molekiil agirligi
hesaplamalar1 icin bir kuyucuga da ®x HAE III yiiklenmstir. Daha sonra gii¢
kaynagindan saglanan elektrik akimi (100v,60mA) ile 20 dakika elektroforez islemi
yapilmistir. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel UV altinda incelenerek

orneklerin pozitifligi degerlendirilip, fotografi ¢cekilmistir.
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3.2.14. AP-PZR ile Genotiplendirme

S.mutans ve S.sobrinus pozitif olan izolatlarin genotiplendirilmeleri Oho ve
arkadaslan tarafindan tamimlanan AP-PZR yontemi ile gerceklestirilmistir (112). Bu

yontemdeki islemler asagida tanimlandig sekilde gerceklestirilmistir.

1. 8. mutans ve S. sobrinus izolatlarinin her biri 2 ml beyin kalp infizyon buyyon
besiyerinde iki giin mum sondiirme kavanozunda 37 °C’de inkiibe edilmistir.

2. Inkiibasyon sonunda drnekler 4000xg de 10 dakika santrifiij edilmis ve 1 ml TE
buffer ile yikanmistir.

3. Ornekler, 100 ul TE buffer ve 50 pl %10 sodyum dodosil siilfat ilave edilip, 30

dakika 65°C’ de inkiibe edilmistir.

Eppendorf tiipler mikrodalga firininda 2 dakika 30 sn 490 W’ da 1sitilmustir.

250 ul TE buffer ile pellet sulandirilmistir.

Ornekler -20 °C’de AP-PZR i¢in kullanilincaya kadar saklanmustir.

N s

AP-PZR oncesinde siispansiyon eritilmis, santrifiij edilmis ve siipernatant

kullanilmistir.

3.2.15. AP-PZR karisimi

Tampon 10x Spl
dNTP 10 mM Tpl
Primer (50 pmol/ml) 0,4l
MgCl, 6l
Su 351 nl
Taq DNA polimeraz 0,5 nl
Toplam 48 nl

Karisim temiz odada hazirlanarak {izerine ekstraksiyon odasinda 1:99 oraninda
sulandirilmis DNA  ekstraksiyonundan 2 pl konularak 1sisal dongii cihazinda

cogaltilmistir.
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3.2.16. AP-PZR Program

95 °C 5dk
+
94 °C 1dk
36°C 2dk + 35dongii + 72 °C 5 dk.+ 4 °C oo program sonlanmustir.
72 °C 2dk

3.2.17. Kullanilan Primerler

S. mutans, S. sobrinus (AP-PZR)

OPA-05 5°-AGC GGTCTT -3’

3.2.18. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Jel 0,5x 8x10 cm boyutlarindaki kalipta hazirlanmistir. % 1 lik agaroz jel hazirlamak
icin; agarozdan 0,4 g tartilarak son hacim 40 ml olacak sekilde 1x TAE tamponunda
eritilmistir. Yaklasik 65 °C’ ye kadar (el yakmayacak kadar ) sogutulduktan sonra bir

onceki agaroz jelin hazirlanmasi boliimiinde agiklandig: sekilde yapilmistir.
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3.2.19. Jelin Yiiriitiilmesi ve Goriintiilenmesi

Bir onceki jelin yiiriitilmesi ve goriintiilenmesi boliimiinde acgiklandigi sekilde
gerceklestirilmistir. Ailelerdeki benzer genotipler bir grup altinda toplanmis; anne, baba

ve ¢cocugun genotipleri karsilastirilmistir.

ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Bu calismada istatistiksel analizler SPSS 10.0 programu ile gerceklestirilmistir. Nitel
verilerin karsilagtirllmasinda ki-kare testi ve Fischer testi kullanmilmistir. Ayrica, bagiml
gruplarin karsilastirilmast Friedman ve Wilcoxon testleri ile, bagimsiz gruplarin
karsilagtirilmas1 ise MannWhitney-U testi ile gerceklestirilmistir. Veriler arasindaki
korelasyonun saptanmasinda Spearman Rho katsayis1 kullanilmis ve anlamlilik p<0,05

diizeyinde degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Calismaya dahil edilen bireylerin yas, DMFT, MS diizeyleri acisindan

degerlendirilmesi

Calismaya yaslar1 26-38 arasinda degisen yedi anne ve 32-42 arasinda degisen yedi
baba dahil edilmistir. Annelerin yas ortalamast 30,86+£3,93 (yil), babalarin yas
ortalamas1 37+3,46 (yil) olarak saptanmustir. Calismaya dahil edilen annelerin DMFT
ortalamas1 6,86+1,95 babalarin DMFT ortalamas1 3,71+1,11 olarak belirlenmistir
(Tablo 4-1).

Tablo 4.1 Calismaya dahil edilen anne ve babalarin, yas ve DMFT verilerinin degerlendirilmesi

Ortalama Standart Ortanca | Minimum | Maksimum
sapma
Anne yas
30,86 3,934 30 26 38
(yiD)
Baba yas
37,00 3,464 38 32 42
(y)
Anne DMFT 6,86 1,952 7 3 9
Baba DMFT 3,71 1,113 4 2 5

Annelerin MS ortalamasi 2.7x 10° £193.19; babalarin MS ortalamas1 4.6x10° + 51.11
olarak saptanmistir. (Tablo 4-2).



51

Tablo 4.2 Calismaya dahil edilen anne ve babalarm MS (10" cfu/ml) diizeylerinin

degerlendirilmesi
MS
4 Ortalama Standart Ortanca | Minimum | Maksimum
(10" cfu/ml ) sapma
Anne 272,86 193,19 180 110 620
Baba 46,00 51,118 26 1 130

Anneler ile babalarin DMFT ve MS degerleri karsilastirildiginda, DMFT ve MS (10*
cfu/ml) degerleri arasinda anlamli bir fark oldugu saptanmistir (p=0,011; p< 0.05,
p=0,03; p< 0.01) (Tablo 4-5).

Tablo 4.3 Anne ve babalarin DMFT ve MS (10* cfu/ml) degerlerinin karsilagtirilmasi

DMFT MS (10* cfu/ml)
Mann-Whitney U 5,000 1,000
Wilcoxon W 33,000 29,000
v/ 2,514 -3,003
P 0.011 0,003

Calismaya dahil edilen tiim anne ve babalardan birinci ayda alinan tiikiiriik
orneklerinden S. mutans izole edilmis ve bir baba disinda hicbir anne ve babadan
S. sobrinus izole edilmemistir. Calismaya dahil edilen bireylerden ikisine ait olan S.

mutans ve S. sobrinus’un agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil 4-1°de gosterilmistir.

Calismaya dahil edilen ¢ocuklardan birinden dogumdan sonraki birinci ayda; tiim
cocuklardan dokuncu ve on ikinci aylarda S. mutans izole edilmis ancak S. sobrinus

izole edilmemistir.
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Tablo 4.4 Calismaya dahil edilen cocuklarin aylara gére MS (10° cfu/ml) diizeyleri

COCUK NO MS 1. ay MS 4. ay MS 9. ay MS 12. ay
(10° cfu/ml) (10° cfu/ml) (10° cfu/ml) (10° cfu/ml)

1 0 0 3 3,5

2 0 0 2,3 3.4

3 0 0 2.1 2.7

4 0 0 2,2 3,8

5 0 0 2,1 2.9

6 0 0 2.3 3.5

7 0 0 2.2 3,7

8 3 2 2,8 3,6

Sekil 4.1 S. mutans ve S. sobrinus standart suslarinin ve calismaya dahil edilen bireylerden
ikisine ait olan S. mutans ve S. sobrinus’un agaroz jel elektroforez goriintiisii

-282

-100

1. 1I-1 no’lu bireyden alinan ornekten izole edilen S. mutans’in agaroz jel elektroforez
goriintiisti, 2. S. mutans pozitif kontroliin agaroz jel elektroforez goriintiisi,
M. Molekiiler agirlik, 3. S. sobrinus pozitif kontroliin agaroz jel elektroforez
goriintiisii, 4. 7-2 no’lu bireyden alinan 6rnekten izole edilen S.sobrinus’un agaroz jel

elektroforez goriintiisii
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l.ay, 4. ay, 9. ay ve 12 aylarda ¢ocuklardan izole edilen MS (10° cfu/ml) ortalamasi
sirast ile 0.38+ 1.06, 0.25+ 0.70, 2.38+ 0.33, 3.38+ 0.38 olarak bulunmustur (Tablo 4-

4).

Tablo 4.5 1., 4., 9. ve 12 aylarda ¢ocuklardan izole edilen MS (103 cfu/ml) degerleri

MS Standart

3 Ortalama Ortanca Minimum | Maksimum
(10°cfu/ml) sapma

1. ay 0.38 1,06 0 0 3

4. ay 0,25 0,7 0 0 2

9. ay 2,38 0,33 2,25 2 3

12. ay 3,38 0,38 3,5 2,7 3,8
Annelerin egitim diizeyleri incelendiginde; %28,6’sinin ilkokul, %42,9’unun

ortaokul/lise,

%?28,5’inin iiniversite mezunu oldugu, babalarin egitim diizeyleri

incelendiginde ise %71,4’tinlin ortaokul/lise, %?28,6’sinin {iiniversite mezunu oldugu

tespit edilmigtir (Tablo 4-6, Grafik 4-1).
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Tablo 4.6 Anne ve babalarin egitim diizeylerinin karsilastirilmasi

Egitim Diizeyi Say1 %0

Grafik 4-1: Anne ve babalarin egitim diizeylerinin karsilastirilmasi

Oanne

O baba

ilkokul ortaokul/lise  Universite
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Calismaya dahil edilen annelerin dordiiniin babalarin altisinin giinde en az iki defa dis

fircaladig1, anne ve baba arasinda dis fircalama bakimindan anlamli bir fark olmadigi

tespit edilmistir (p= 0,28; p>0.05). Anne ve babalar gargara kullanimi agisindan

degerlendirildiginde ise anne ve babalarin hicbirinin gargara kullanmadig1 saptanmistir

(Tablo 4-7).

Tablo 4.7 Anne ve babalarin dis fircalama aliskanligi ve gargara kullamimi agisindan

degerlendirilmesi
Dis Fircalama Gargara kullanim
var yok var yok
Anne (n=7) 4 (%57,1) 3 (%42,9) 0 7 (%100)
Baba (n=7) 6 (%85,7) 1 (%14,3) 0 7 (%100)

Yapilan agiz i¢ci muayenesi sonucunda annelerin ikisinin dislerinde beyaz lezyon,

besinin dislerinde c¢iiriik kavitesi varlig1 tespit edismistir. Babalarin ise dislerinde beyaz

saptanmamustir. Buna karsilik iki babanin dislerinde ¢iiriik kavitesi belirlenmistir (Tablo

4-8).

Tablo 4.8 Anne ve babalarin beyaz lezyon ve kavite varlig1 agisindan degerlendirilmesi

Beyaz lezyon Kavite
var yok var yok
Anne (n=7) 2 (%28,6) 5(%71,4) 5(%71,4) 2 (%28,6)
Baba (n=7) 0 (%0) 7 (%100) 2 (%28.,6) 5(%71,4)




56

Yapilan agiz i¢i muayenesi sonucunda annelerin besinin, babalarin iigiiniin son ii¢
yilda yapilmis dolguya sahip oldugu; ayrica annelerin besinin babalarin ise dordiiniin

dis ylizeylerinde gozle goriiniir bakteri plagi bulundugu saptanmistir (Tablo 4-9).

Tablo 4.9 Anne ve babalarin son ii¢ y1lda yapilmis dolguya sahip olmalar1 ve dis ylizeylerinde
gozle goriiniir bakteri plagi saptanmasi acisindan degerlendirilmesi

Son ii¢ yilda yapilmis dolgu Dis yiizeylerinde gozle goriiniir
bakteri plag:
var yok var yok
Anne (n=7) | 5(%714) 2 (%28,6) 5(%71,4) 2 (%28,6)
Baba (n=7) | 3 (%42)9) 4 (%57,1) 4 (%57,1) 3 (%42,9)

Calismaya dahil edilen anne ve babalar, sabit/hareketli protez kullanimi ve ortodontik
tedavi gorme acisindan degerlendirildiginde; annelerin altisinin, babalarin dérdiiniin
sabit/hareketli protez kullandigi; hicbir anne ve babanin ortodontik tedavi gormedigi

saptanmugstir (Tablo 4-10).

Tablo 4.10 Anne ve babalarin sabit/hareketli protez kullanimi ve ortodontik tedavi agisindan

degerlendirilmesi
Sabit/hareketli protez
Ortodontik tedavi
kullaninm
var yok var yok
Anne (n=7) | 6 (%85,7) 1 (%14,3) 0 7 (%100)
Baba (n=7) | 4 (%57,1) 3 (%42,9) 0 7 (%100)
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Calismaya dahil edilen yedi anneden besinin bebeklerine mamalarim1 tadarak
verdikleri; babalarin ise hicbirinin bebegin mamasini tatmadig: tespit edilmistir (Tablo

4-11).

Tablo 4.11 Anne ve babalarin bebeklerinin yemeklerini tatma agisindan degerlendirilmesi

Bebegin mamasim tatma
var yok
Anne (n=7) 5(%71,4) 2 (%28,6)
Baba (n=7) 0 7 (%100)

Bulgular degerlendirildiginde, calismaya dahil edilen anne ve babalarin orta diizeyde
egitime sahip olduklari; agiz-dis bakimlarinin yeterli diizeyde olmadig1 ve annelerin

bebekleri ile yakin iligkisi oldugu saptanmaistir.

Cocuklarin 1., 4., 9. ve 12. aylardaki MS (103cfu/m1) diizeylerinde farklilik olup
olmadig1 non-parametrik Friedman testi ile incelenmis ve MS (10°cfu/ml) diizeylerinde

farklilik oldugu saptanmistir (p=0,001) (Tablo 4-12).
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Tablo 4.12 Cocuklarm 1., 4., 9. ve 12. aylardaki MS (10’cfu/ml) diizeylerinin degerlendirilmesi

MS
. Ortanca Minimum Maksimum
(10°cfu/ml)

1. ay 0 0 3

4. ay 0 0 2

9. ay 2,25 2 3

12. ay 3,5 2,7 3,8

Friedman  x’=21,99 p=0,001

Birbirini takip eden aylardaki MS degerlerinin karsilastirilmas1 ise Bonferroni

diizeltmesi uygulanarak Wilcoxon testi ile gerceklestirilmis ve 1.ay-4.aylar arasinda

anlamli bir fark olmadig1; 4. ay-9.ay ve 9.ay-12.aylar arasinda ise anlaml fark oldugu

saptanmustir (Z=-2,530, p=0,11; Z=-2,545, p=0,12) (Tablo 4-13).

Tablo 4.13  Birbirini takip eden aylardaki MS (10’cfu/ml) diizeylerinin karsilastiriimasi

MS (10° cfu/ml) P
l.ay-4. Ay - 1,000 0,317
4. ay-9.ay -2,530 0,11
9.ay-12.ay -2,545 0,12

Anne va babalarin DMFT VE MS degerleri ile cocugun 1., 4., 9. ve 12. aylardaki MS

degerleri arasinda iligki Spearman Rho katsayis1i kullanilarak degerlendirilmis ve

herhangi bir iligki olmadig1 saptanmistir (Tablo 4-14).
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Tablo 4.14 Anne ve babanin DMFT ve MS degerleri ile, cocugun 1., 4., 9. ve 12. aylardaki MS

(10° cfu/ml) diizeyleri ve genotip sayis1 arasindaki iliski

Cocuk Cocuk Cocuk Cocuk
Cocugun
Spearman Rho 1. ay MS 4. ay MS 9. ay MS 12. ay MS
3 3 3 3 genotip sayisi
(10° cfu/ml) (10° cfu/ml) (10° cfu/ml) (10° cfu/ml)
Anne DMFT
kk -,588 -,588 ,179 ,207 -,252
p 0,125 0,125 0,671 0,622 0,548
N 8 8 8 8 8
Baba DMFT
kk -,342 -,342 -,126 ,553 -,013
p 0,406 0,406 0,767 0,155 0,976
N 8 8 8 8 8
Anne MS
(10* cfu/ml)
kk ,581 ,581 ,195 ,705 ,510
p 0,131 0,131 0,643 0,051 0,197
N 8 8 8 8 8
Baba MS
(10* cfu/ml)
Kk ,581 ,581 ,195 ,705 ,510
p 0,131 0,131 0,643 0,051 0,197
N 8 8 8 8 8

(kk: korelasyon katsayisi, p<0,01)
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4.2. Aile bireylerinden izole edilen S. mutans’larin genotipik cesitlilik yoniinden

degerlendirilmesi

Calismaya katilan bireylerin en fazla dort genotipe sahip oldugu; ailelerde ise en fazla

11 genotip bulundugu saptanmistir (Tablo 4-15).

Tablo 4.15 Birey ve ailelerde saptanan genotip sayilari

Genotip sayisi Birey sayis1 Genotip sayisi Aile sayisi

1 13 3 3
2 4 4 1
3 3 5 1
4 2 8 1

11 1

38 genotip/22 birey 37 genotip/7 aile

(ort 1.72 genotip/birey) (ort 5.25 genotip/birey)

Calisma; yedi anne, yedi baba, ailelerden birinin ikiz bebeklere sahip olmasi nedeni
ile sekiz cocuk (dort kiz, dort erkek) ile gerceklestirilmistir. Anne ve babadan ¢ocuga
gecen S. mutans ve S. sobrinus kolonizasyonlarindaki genotipik cesitliligin
belirlenmesinin amaglandigi bu c¢alismada bes anne-cocuk ve bir anne-baba cifti

arasinda genotipik benzerlik saptanmistir (Tablo 4-16).

Calismaya dahil edilen annelerin en fazla ii¢, babalarin iki ve ¢cocuklarin dort farkls S.
mutans genotipine sahip oldugu belirlenmistir. Tiim aileler genotipik ¢esitlilik acisindan
incelendiginde, toplam 29 farkli genotip saptanmis ve 1 no’lu genotipin iki ailede (1. ve
7. aileler), 12 no’lu genotipinin ise dort ailede (3., 4., 6. ve 7. aileler) ortak olarak

bulundugu goriilmiistiir (Tablo 4-16, Sekil 4-9).
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Tablo 4.16 Aile bireylerinden izole edilen S. mutans’larin genotipik cesitlilik yoniinden degerlendirilmesi

210 [gll | g12 |gl3 | gl4 |gl5 |gl6 |gl7 |gl8 [gl9 | g20 | g21 | g22 | g23 | g24 | g25 | g26 | g27 | g28 | g29

29

28

g7

26

g5

g4

23

g2

gl

Aile no- Birey

1-1
1-2
1-3

2-1

2-2
2-3
3-1

3-2
3-3

4-1

4-2
4-3

5-1

5-2
5-3
6-1

6-2
6-3
7-1

7-2
7-3
7-3

-2: baba -3: ¢ocuk)

(-1: anne



62

Sekil 4.2 1. Ailenin genotiplerinin agaroz-jel elektroforez goriintiisii

Birinci ailenin genotiplerinin agaroz-jel elektroforez goriintiisii incelendiginde, annenin,
babanin ve ¢ocugun birer genotipe sahip oldugu; anne ve cocugun genotiplerinin ayni

oldugu saptanmistir (Sekil 4-2).

Sekil 4.3 2. Ailenin genotiplerinin agaroz-jel elektroforez goriintiisii

Ikinci ailenin genotiplerinin agaroz-jel elektroforez goriintiisii incelendiginde, anne ve
babanin birbirinden farkli birer genotipe sahip oldugu; ¢ocugun ise iki farkli genotipinin
bulundugu ve bu genotiplerden birinin annesinin genotipi ile ayni oldugu goriilmiistiir

(Sekil 4-3).
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Sekil 4.4 3. Ailenin genotiplerinin agaroz-jel elektroforez goriintiisii

AAABGC C CC

Uciincii ailenin genotiplerinin agaroz-jel elektroforez goriintiisii incelendiginde, annenin
ic, babanin bir ve cocugun dort genotipe sahip oldugu; saptanan her genotipin de

birbirinden farkli oldugu goriilmiistiir (Sekil 4-4).

Sekil 4.5 4. Ailenin genotiplerinin agaroz-jel elektroforez goriintiisii

Dordiincii ailenin genotiplerinin agaroz-jel elektroforez goriintiisii incelendiginde,
annenin, babanin ve cocugun birer genotipe sahip oldugu; anne ve cocugun genotiplerinin

ayni oldugu saptanmistir (Sekil 4-5).
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Sekil 4.6 5. Ailenin genotiplerinin agaroz-jel elektroforez goriintiisii

Besinci ailenin genotiplerinin agaroz-jel elektroforez goriintiisii incelendiginde,
annenin, babanin ve cocugun birbirinden farkli birer genotipe sahip oldugu goriilmiistiir

(Sekil 4-6).

Sekil 4.7 6. Ailenin genotiplerinin agaroz-jel elektroforez goriintiisii

Altinc ailenin genotiplerinin agaroz-jel elektroforez goriintiisii incelendiginde, annenin
iki, babanin bir ve cocugun ii¢ farkli genotipe sahip oldugu; anne ile cocugun birer

genotipinin ayni oldugu saptanmistir (Sekil 4-7).
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Sekil 4.8 7. Ailenin genotiplerinin agaroz-jel elektroforez goriintiisii

AA A ABB C1C1¢1C2C2C2C2

Yedinci ailenin genotiplerinin agaroz-jel elektroforez goriintiisii incelendiginde;

annenin bes, babanin iki, ¢ocuklardan birisinin {i¢ digerinin ise dort farkli genotipe

sahip oldugu; bir genotipin anne ve ¢cocuklarda ayni oldugu saptanmustir (Sekil 4-8).



Sekil 4.9 Yedi ailedeki anne, baba ve ¢ocuk genotip dagilimlarinin toplu olarak gosterilmesi

be

MABCAB[;CAAABC(;QCABQ&BCﬁABCCQA&AABBC1C1G1C2Q2C2Q2

10000 .q
b -r; ﬂ-

—- —

5000 — QS '..I- '.p ’ ' ‘ E
o é‘{ -

500 pa
100

A: Anne, B: Baba, C: Cocuk, C1: 1. Cocuk, C2: 2. Cocuk, M: Molekiiler agirlik
I: 1. Aile, II: 2. Aile, III: 3. Aile, IV: 4. Aile, V: 5. Aile, VI: 6. Aile, VII: 7. Aile
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5. TARTISMA

Bulasict bir enfeksiyon hastaligi olarak tanimlanan dis ciiriiiiniin 6zellikle cocuklar
icin baslica agiz sagligi sorunu oldugu ve eriskinlerin biiyiilk ¢cogunlugunda ve okul

cagindaki cocuklarda %60-90 oraninda goriildiigii bildirilmektedir (132, 150, 155).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) nun 1999 Kopenhag zirvesinde; 2020 yilma kadar 6
yasindaki bireylerin en az %80’inin ciirliksiiz olmas1 ve 12 yasindaki bireylerin
ortalama DMFT indeksinin 1,5’ten diisilk olmasinin hedeflendigi belirtilmektedir.

(165).

Tiim bu sonuclar karsisinda, S. mutans’larin anne basta olmak iizere babadan da
cocuga gecis olup olmadiginin belirlenmesi ve bu tabloyu degistirebilecek koruyucu
Onlemlerin alinmasinin saglamak, bu calismanin baglica amacglar1 arasinda yer

almaktadir.

S. mutans insanlarda mikrobiyal dis biyofilminde en sik izole edilen ve dis ciiriigii ile
yakin iligkisi olan mikroorganizma olarak tanimlanmaktadir (9, 44, 83, 131, 147). Dis
clriigiic siklig1 ile S. mutans seviyesi arasinda pozitif bir korelasyon oldugu, bu
mikroorganizmanin  ortamdan uzaklastirilmas1 ile ciirik sikhiinda azalma

goriilebilecegi bildirilmektedir (44).

Cogulu ve arkadaslart ciiriik saptanmayan 92 cocukta, Erken Cocukluk Ciiriigii
(ECC) olusumunu, tiikiirtik MS diizeyi, mikrobiyal plak birikimi, anne ile paylasim,
agiz hijyeni ve beslenme aligkanliklarin1 baz alarak degerlendirmislerdir. Calismalarinin
sonucunda, ¢iiriik olusumu ile anne ile paylasim, tiikiiriik MS diizeyi ve plak degerleri

arasinda anlamli korelasyon oldugunu bildimislerdir (30).



68

Law ve arkadaslari, ¢ocuklarda MS kolonizasyonunda rol oynayan faktorleri
belirlemeyi amagcladiklar1 ¢alismalarinda, MSlerin daima anneden c¢ocuga gectigini;
gecis riskinin, annenin tiikiirik MS diizeyinin yiiksek olmasi ve anne ile cocuk
arasindaki yakin temasa baghi olarak arttigim1 bildirmislertir. Ayrica, MSlerin
kolonizasyonunda bakteriyel virulans, konaga bagh faktorler ve cevresel faktorlerin rol

oynayacagini vurgulamiglardir (73).

Tikiiriik, agiz mukozasim kaplayarak  irritasyona kars1 korumakta; dislerin
remineralizasyonu i¢in gerekli olan iyonlar i¢in bir depo gorevi gormekte; yutkunmaya
yardimci olmakta ve antimikrobiyal etki gostermektedir. S. mutans’in aile bireyleri
arasindaki gecisinin tiikiirik aracili@i ile gerceklestigi yapilan caligmalarda
belirtilmektedir. Bu ¢alismalarda annenin tiikiiriiglindeki S. mutans sayisi ile ¢cocugun
tikiirigiindeki S. mutans sayist arasinda korelasyon oldugu ve cocuklarda ciiriik
saptanmasinin bu mikroorganizmalarin tiikiiriik icindeki miktarina baghi oldugu
vurgulanmaktadir. Bu nedenle bireylerde ciiriik sikliginin belirlenmesinde tiikiiriigiin bir
tan1 aract olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir (37, 87, 120). Bu calismada da,
calismaya dahil edilen anne, baba ve c¢ocuklardan tiikiiriik Ornegi alinmis ve MS

degerleri belirlenmistir.

S. mutans’ 1 izolasyonunda en c¢ok kullanilan besiyerleri MSB ve TYCSB agar olarak
belirtilmektedir (89). Bu iki besiyeri ile ilgili yapilan karsilastirma calismalarinda bazi
arastirmacilar MSB agar igerisindeki tripan mavisinin bir¢ok S. mutans susunu inhibe
ettigini bildirmis (47, 81); baz1 arastirmacilar ise MS izolasyonunda iki besiyeri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini vurgulamislardir (143). Bu
calismada, bireylerden alinan tiikiiriik Orneklerinin Oncelikle seyreltme islemleri

yapilmig ve ve bu 6rnekler MSB agarda %5 CO; li ortamda 48 saat inkiibe edilmistir.

Saaerela ve arkadaslari, AP-PZR’un oral patojenlerin de i¢inde bulundugu bir ¢ok
bakteri tiirliniin genotipik karakterizasyonunda kullanilabilecegini belirtilmektedir
(126). Ayrica, yapilan calismalarda, AP-PZR yonteminin hizli ve kolay bir yontem
oldugu da vurgulanmaktadir (48, 126).
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Loyola-Rodriguez ve arkadaslar1 c¢alismalarinda PZR’nun, ciiriik ¢alismalarinin
molekiiler epidemiyolojisinde kullanilabilecek faydali bir yontem oldugunu bildirmis;
ayrica cocuklardan alinan tiikiirik orneklerinde S.mutans ve S.sobrinus saptanmasinda

kolaylikla kullanilabilecegini vurgulamislardir (87).

Napimoga ve arkadaslar1, sekiz ciiriikklii ve sekiz ciiriiksiiz bireyden izole edilen
S. mutans suslarinin genotipik cesitliligini belirlemeyi amacladiklar1 caligmalarinda AP-
PZR yonteminin S. mutans’larin tiplendirilmesinde kullanilabilecek hizli bir yontem
oldugunu bildirmislerdir (106). Anne ve babadan c¢ocuga gecen S. mutans ve
S. sobrinus genotiplerinin saptanmasinin amaglandig1 bu ¢alismada AP-PZR yontemi

kullanilmistir.

MSnin optimum diizeyde kolonize oldugu dénem “INFEKTIVITE PENCERESI”
olarak adlandirilmakta ve bu donemin 19-31. aylar (ortalama 26. ay) kapsadig
belirtilmektedir (24, 43, 105). Florio ve arkadaslari, bebeklerde MSin ilk kazanildig
zamani belirlemeyi amacladiklart calismalarinda, 33 bebek ve bu bebeklerin
annelerinden aldiklart 6rnekleri PZR yontemi ile incelemisler ve 29 ¢ocukta MS i¢in ilk

pozitif kiiltiir saptanan donemin 15.3+ 4.6 ay oldugunu bildirmislerdir (43).

Infeksiyon bulasma zamanin anne ya da cocuga bakan diger kisilerden ¢ocuga
S. mutans gegisini etkileyen faktorlere, agiz hijyen aligkanliklarina, immiinolojik

duruma, sakkaroz tiiketimine bagli olarak degisebilecegi bildirilmektedir (95).

Mattos-graner ve arkadaslari, 12-30 aylik Brezilya’li c¢ocuklarda MS
kolonizasyonunu inceledikleri caligmalarinin sonucunda; ¢ocuklarda 19. aydan dnce MS
saptanmadigini ve annelerin yiiksek c¢iiriik risk grubunda bulunmalar1 nedeni ile bu
cocuklarin da MS bulasmasi acisindan yiiksek riske sahip olduklarimi vurgulamislardir
(92). Bu calismaya dahil edilen sekiz ¢ocuktan birinde 1. ayda MS saptanmustir. Ayrica
calismaya dahil edilen annelerin yiiksek ciiriik risk grubunda olmalar1 nedeni ile bu

cocuklarin da MS kazanimi agisindan yiiksek risk grubunda olduklar1 diisiiniilmektedir.
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Yapilan caligmalarda, MSnin epiteliyal yiizeylere yapisma kapasitelerinin diisiik
oldugu ve bu nedenle, bu organizmalarin digsiz bebeklerin agzinda disler siirmeden
once kolonize olamayacagl sonucuna varildigi bildirilmektedir. Ancak son yillarda
yapilan c¢alismalarda, MSnin dissiz bebeklerin agzinda kolonize olabildigi

vurgulanmaktadir (19, 146, 162).

Dissiz donemde MS kolonizasyonu i¢in en 6énemli ekolojik bolgenin dil papillalar
oldugu bildirilmektedir (145). Bu donemde bebeklerde, orta kulak iltihabr gibi ¢esitli
infeksiyonlar nedeni ile S. sanguinis’in ortadan kalkmasina bagli olarak MS

kolonizasyonunun kolaylastigi ileri siiriilmektedir (35).

Yapilan calismalarda, anneden c¢ocuga MS gecisinin, cocugun disleri siirmeye
basladiktan sonra gerceklestigi vurgulanmaktadir (12, 24, 25, 36). Ancak bu ¢alismanin
sonuglar1 bu ¢alismalar1 desteklememektedir. Bu calismaya dahil edilen sekiz cocuktan
birinde dogumdan sonraki 1. ayda, heniiz disleri siirmeye baslamadan 6nce S. mutans

saptanmistir.

Milgrom ve arkadaslari, 6-36 ay arasindaki 199 cocukta dis ¢iiriigii ile bakteriyel
infeksiyon, hipoplazi, diet ve agiz hijyen aligkanliklar1 arasindaki iliskiyi saptamayi
amagcladiklar1 calismalarinda, heniiz dis siirmesi saptanmayan ¢ocuklarin %?25’inde S.
mutans saptandi@int bildirmislerdir (96). Bu calismaya dahil edilen sekiz c¢ocuktan

birinde dogumdan sonraki 1. ayda S. mutans saptanmistir.

Fenotipleme ya da genotipleme yontemleri kullanilarak gerceklestirilen calismalarda
cocuklar i¢in baglica infeksiyon kaynaginin S. mutans ya da S. sobrinus tasiyan anneler
oldugu ve tiikiiriigiin en onemli transfer araci oldugu bildirilmektedir. Ancak, cocukta
annesi ya da diger aile bireylerinde bulunmayan genotiplerin saptanmasiin bagska
kaynaklardan S. mutans ya da S. sobrinus kazanilabilecegini gosterdigi belirtilmektedir

(45, 105, 118, 161).
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Kozai ve arkadaslari, Japon ailelerde S. murans’in aile ici gecisini saptamayi
amacladiklar1 calismalarinin sonucunda, annelerin yan1 sira baba ve ¢ocuga bakan diger
kisilerin de S. mutans edinilmesinde etkili olabilecegi sonucuna varmislardir (68). Bu
calismada da anne ve babalar1 ile hicbir benzer genotipe sahip olmayan iki cocuk
oldugu saptanmis ve bu cocuklar icin baska kaynaklarin S. mutans gecisinde etkili

olabilecegi diistiniilmiistiir.

Van Loveren ve arkadaslari, 12 ailede, bireylerden elde edilen S. mutans’larin
bakteriyosin profilleri arasindaki benzerligi saptamayr amagcladiklar1 c¢alismalarinin
sonucunda; yedi anne-¢ocuk, iki baba-cocuk cifti arasinda benzer bakteriyosin profil
ozelligi saptadiklarim1 bildirmisler; ayrica anne, baba ve cocuklardan elde edilen

S. mutans arasinda benzerlik saptanabilecegini vurgulamislardir (161).

Aile ici gecis sikligi, populasyonlar arasinda, ¢ocuk ve diger aile bireyleri arasindaki
temasi etkileyen farkli ve kiiltiirel uygulamalara baglh olarak degisiklik gostermektedir.
Ornegin, Amerikan popiilasyonda calismaya dahil edilen anne-cocuk ciftleri icin %71
oraninda birbirine benzeyen S. mutans genotipi saptanmisken Isve¢’li 11 ailede
gerceklestirilen ve S. mutans suslarinda aile i¢i benzerlik varliginin arastirildigi bir
calismada, bes cocugun ailelerinden farkli; alti ¢cocugun ise anneleri ile benzer S.
mutans genotipine sahip oldugu tespit edilmis ve calismaya dahil edilen hi¢bir cocugun
babalar ile benzer S. mutans genotipine sahip olmadig vurgulanmistir (39, 74).Baska
bir calismada ise, 0-11 yaslar arasindaki ¢ocuklarin ise %31.4’iiniin babalar ile ayn1
genotiplere sahip oldugu bildirilmektedir (68). Calismamizda da; ¢ocuklarin higbirinin
babalari ile benzer S. mutans genotipine sahip olmadig; alti cocugun ise anneleri ile

benzer S. mutans genotipine sahip oldugu tespit edilmistir.

Li ve Caufiled, dogumdan sonraki ilk ii¢ yil icinde anne ve cocuk arasindaki S.
mutans gecisini ve ortak genotip varligini arastirdiklan calismalarinda; 34 anne-¢ocuk
ciftinde %71 oraninda genotipik benzerlik oldugunu ve ayrica; erkek bebeklerin kiz

bebeklerden daha yiiksek oranda anne ile benzer genotipe sahip oldugunu
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bildirmiglerdir (78). Bu ¢alismada da ikiz bebeklere sahip olan anne dahil olmak {izere

bes anne-¢ocuk ciftinde benzer genotipler saptanmistir.

Ayrica, Li ve arkadaslari, bu calismalarinin sonucunda, anne-baba cifti arasinda S.
mutans icin genotipik benzerlik saptamadiklarini bildirmisler ve S. mutans’larin
cocukluk siiresince goriilen infektivite penceresi donemi disinda gecisinin zor oldugunu
vurgulamiglardir (78). Calismamizda yer alan yedi ailede saptanan S. mutans’larin
genotipik cesitliligi degerlendirildiginde bir anne-baba cifti arasinda genotipik benzerlik
oldugu saptanmis ve ¢cocuklarda infektivite penceresi doneminden Once S. mutans izole

edilmistir.

Saarela ve arkadaslari, dort ailede esler arast S. mutans gecisi varligini belirlemeyi
amagcladiklart caligmalarinda, iki ¢iftin ayn1 genotipe sahip oldugunu saptamiglardir
(127). Calismamizda sadece bir ailede esler arasinda gecis oldugu; alt1 ailede ise anne

ve ¢ocuklarda ortak genotipler bulundugu saptanmistir.

Yapilan calismalarda, aile bireylerinde saptanan yiikksek MS diizeyinin S. mutans
gecisinde Onemli rol oynayacagi belirtilmektedir (6, 20, 75). Berkowitz ve
arkadaglarinin yaptig1 bir calismada, agizlarinda 10° cfu/ml diizeyinde MS bulunan

annelerin cocuklarinda MS saptanma olasiliginin arttig bildirilmektedir (18).

Hames-Kocabas ve arkadaslar1 S. mutans kolonizasyonunu ve aile i¢i gegisini 56
cocuk ve ailelerinde belirlemeyi amagladiklar1 caligmalarinin sonucunda, gegisin 14
anne-baba-cocuk ve 35 anne-cocuk arasinda gerceklestigini; S. mutans ile enfekte
cocuklar ile yiikksek MS diizeyi saptanan aile bireyleri arasinda anlamli pozitif
korelasyon oldugunu bildirmislerdir (48). Calismamizda da, yiiksek ciiriik risk grubunda
oldugu saptanan ve tiikiiriik 6rneklerinden 10° cfu/ml diizeyinde MS izole edilen alti
annenin ¢ocuklarindan 9. ve 12. aylarda; bir annenin ¢ocugundan ise 1. aydan itibaren

MS izole edilmistir.
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Bakteriyel suslarin tiplendirilmesi, spesifik hastaliklar ile iligkili belirli suslarin
saptanmasi ve infeksiyonlarin heterojenitesinin karakterize edilmesi amaci ile
gerceklestirilmektedir. Tiikiirik ve mikrobiyal dis biyofilminden izole edilen S.
mutans’larin  heterojenitesi, genotipleme yontemleri ile belirlenebilmektedir. Bu
yontemler kullanilarak gerceklestirilen ¢alismalarin sonucunda, bireylerin birden fazla
S. mutans genotipi ile kolonize olabilecegi bildirilmektedir. Redmo Emanuelsson ve
arkadaslar1 c¢alismalarinda, bir bireyde en fazla yedi farkli genotip saptandigini

belirtmistir (117).

Kreulen ve arkadaslar1 ¢alismalarinda, ¢iiriik aktivitesi ile genotip ¢esitliligi arasinda
negatif bir iliski oldugunu bildirmislerdir (70). Bu calismanin bulgularina ters olarak
Napimoga ve arkadaslar1 ¢alismalarinda, ciiriik saptanan bireylerde daha fazla sayida

genotip saptandigini belirtmistir (106).

Nascimento ve arkadaglar1 ise, kok ve kuronal ciiriiklerden izole edilen S.
mutans’lar1, kolonizayon ozellikleri ve klonal cesitlilik agisindan degerlendirdikleri
caligmalarinda, dokuz bireyde 2-10 arasinda farkli genotip saptadiklarini bildirmislerdir

(107).

Baca ve arkadaslari, tiikiirik 6rneklerinden S. mutans genotipi saptanmasinin plak
orneklerinden S. mutans genotipi saptanmasi kadar etkili olup olmadigini belirlemeyi
amagcladiklar1 caligmalarinda, AP-PZR yontemi ile toplam 28 genotip saptadiklarini
bildirmislerdir (10). Calismamizda da AP-PZR yontemi kullanilarak 29 farkli S. mutans

genotipi bulunmustur.

Kozai ve arkadaglart calismalarinda, bir bireyin 1-4 arasinda farkli S. mutans
genotipine sahip olabilecegini bildirirken; Kulkarni ve arkadaslar1 ise 1-5 arasinda farkl
S. mutans genotipinin bir bireyde saptanabilecegini bildirmislerdir (63, 71). Bu

calismada da bireylerin 1-4 farkli genotipe sahip oldugu tespit edilmistir.
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Klein ve arkadaslar1 cocuklarda S. mutans ve S. sobrinus kolonizasyonunu yirmi ay
siire ile inceledikleri calismalarinda, c¢ocuklarda 1-4 arasinda farkli genotip
saptadiklarint bildirmis (62) ve bu sonucun, c¢ocuklarin 1-5 arasinda farkli genotipe
sahip olabilecegini bildiren ¢alismalarin sonuglarini destekledigini vurgulamislardir (62,

68, 93).

Aaltonen ve Tenovuo, bebegin mama kasiginin anne agzi ile temasi1 veya emzigin
anne tarafindan yalanmasi ya da cocugunu agizdan Opmesi gibi aliskanliklar ile
annenin agzindaki mikroorganizmalarin bebege bulastirildigimi bildirmislerdir (1).
Calismamiza dahil edilen yedi anneden besinin, bebegin mama kasigin1 kullanarak

yemegi tattiklar1 belirlenmistir.

Li ve arkadaslari, calismalarinda dogum sonrasi bakim uygulamalarinin, S.
mutans’larin anneden bebege gecisindeki etkilerini kromozomal DNA parmak izi
yontemi kullanarak saptamayr amacglamiglardir. Calismalarinin sonucunda; o6zellikle
uzun siireli emzirmenin anneden bebege S. mutans gecisinde etkili oldugunu, dokuz
aydan daha uzun siire emzirilen cocuklar ile anneleri arasinda daha fazla oranda benzer
S. mutans susu bulundugunu ve bu cocuklarda daha yiiksek oranda ciiriik saptandigini
bildirmiglerdir (80). Calismamiza dahil edilen yedi annenin tiimiiniin bebeklerini

calisma siiresi boyunca emzirdikleri saptanmaistir.

Son yillarda yapilan bir ¢alismada, Li ve arkadaslari, sezaryan dogum ile S. mutans’in
ilk bulagsmas1 ve gecisi arasinda pozitif bir iliski oldugunu bildirmislerdir. Diisiik
sosyoekomik diizeyde olan ve dis ciirligii saptanan annelerden sezeryan ile dogmus olan
bebeklerde, normal dogum ile dogmus olan bebeklerden daha erken zamanda S. mutans
kolonizasyonu saptadiklarini belirtmislerdir (75). Calismamizda bebeklerin hepsi

sezeryan dogum ile dogmus ve tiim bebeklerde 12. aydan énce MS saptanmistir.

S. sobrinus’un, S. mutans’tan daha az siklikta ve daha az sayida izole edilmesinde,
agizda dogal olarak olusan bir amino seker olan N-asetilglukozamin’in (GIcNAc) rolii

oldugu bildirilmektedir. S. mutans’in GIcNAc’1 fermente etmesine karsin S. sobrinus’un
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bu amino sekeri fermente edemedegi ve ayrica GIcNAc’in S. sobrinus’un fermente
edilebilir karbonhidratlar1 kullanmasin1 inhibe ettigi bildirilmektedir (15, 55).
Calismamizda tiim anne ve babalardan alinan 6rneklerden S. mutans izole edilmis ancak

sadece bir babadan alinan 6rnekten S. sobrinus izole edilebilmistir.
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SONUCLAR

Anne, baba ve ¢ocuk arasindaki S. mutans ve S. sobrinus gecisinin, ¢cocuk bir yasina
gelinceye kadar gecen siire icinde, AP-PZR yontemi ile genotipik cesitlilik yoniinden

incelendigi bu ¢alismada;

. Caligmaya dahil edilen anne ve babalarin orta diizeyde egitime sahip olduklari; agiz-dis

bakimlarinin yeterli diizeyde olmadig1 saptanmistir.

. Calismaya dahil edilen nnelerin bebekleri ile yakin iligkisi oldugu saptanmustir.

. Calismaya dahil edilen tiim anne ve babalardan birinci ayda alinan tiikiirik

orneklerinden S. mutans izole edilmis ve bir baba disinda hi¢cbir anne ve babadan

S. sobrinus izole edilmemistir.

. Calismaya dahil edilen cocuklardan birinden dogumdan sonraki birinci ayda; tiim

cocuklardan dokuncu ve on ikinci aylarda S. mutans izole edilmis ancak S. sobrinus

izole edilmemistir (Tablo 4-5).

. Cocuklarin, birbirini takip eden aylardaki S. mutans diizeyleri karsilastirildiginda; 1.ay-

4.aylar arasinda anlamli bir fark olmadigi; 4. ay-9.ay ve 9.ay-12.aylar arasinda ise
anlamh fark oldugu ve S. mutans gegisinin dordiincii aydan sonra gerceklestigi

saptanmustir ([ 1=-2,530, p=0,11; [1=-2,545, p=0,12) (Tablo 4-13).

. Anne ve babadan cocuga gecen S. mutans ve S. sobrinus kolonizasyonlarindaki

genotipik cesitliligin belirlenmesinin amaglandig1 bu c¢alismada bes anne-cocuk ve bir

anne-baba cifti arasinda genotipik benzerlik saptanmistir (Tablo 4-16).

. Calismaya dahil edilen annelerin en fazla ii¢, babalarin iki ve cocuklarin ise dort farkl

S. mutans genotipine sahip oldugu belirlenmistir (Tablo 4-16, Sekil 4-9).

. Tim aileler genotipik cesitlilik acisindan incelendiginde, toplam 29 farkli genotip

saptanmis ve 1 no’lu genotipin iki ailede (1. ve 7. aileler), 12 no’lu genotipinin ise dort
ailede (3., 4., 6. ve 7. aileler) ortak olarak bulundugu goriilmiistiir (Tablo 4-16, Sekil 4-
9).
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Sonu¢ olarak, anne ve babadan c¢ocuga gecen S. mutans ve S. sobrinus
kolonizasyonlarindaki genotipik cesitliligin belirlenmesinin amaclandiglr bu calismada
bes anne-cocuk cifti arasinda S. mutans gecisi oldugu; anne ve cocuklarin benzer
S. mutans genotiplerine sahip oldugu saptanmustir. Ayrica ¢ocuklara dordiincii aydan

sonra S. mutans geg¢isinin gerceklestigi tespit edilmistir.

S. mutans ile erken yasta infekte olan ¢ocuklarda ciirilk goriilme riski artacagindan,
anneden cocuga S. mutans gecisinin Onlenmesi 0nem kazanmaktadir. Bu nedenle
hamilelik donemi ile birlikte annenin agiz dis sagliginin diizenlenmesi ve koruyucu
onlemlerin alinmas1 gerekmektedir. Bu Onlemlerin alinabilmesi icin annelerin ve
bebeklerin erken c¢iiriik risk degerlendirilmesinin yapilmasi ve bebeklerin siit disleri

siirmeye basladiktan hemen sonra dishekimine gétiiriilmesi gerektigi diisiiniilmektedir.
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FORMLAR

1. ERISKINLER iCIN YAZILI ONAM FORMU

Arastirma yiiriitiiciisii: Prof. Dr. Figen Seymen
Arastirma Adi: Anne ve babadan, cocuga gecen S.mutans ve S. sobrinus

kolonizasyonlarindaki genotipik ¢esitliligin belirlenmesi

Sizin ve cocugunuzun Istanbul Universitesi Dishekimligi Fakiiltesi tarafindan yiiriitiilen
bu calismaya katilmasimi arzu ediyoruz. Asagida bu calismalar ile ilgili baz1 bilgiler
bulacaksinmiz. Bu bilgiler sizin, esinizin ve c¢ocugunuzun calismaya katilmasinin
kolaylastirilmas1 ve 6neminin anlagilabilmesi icin hazirlanmistir. Bu calismada; anne,
baba ve cocuk arasindaki S. mutans ve S. sobrinus gegisinin, ¢cocuk 1 yasina gelinceye

kadar gecen siire i¢inde, genotipik cesitlilik yoniinden incelenmesi amaclanmaistir.

Bu calisma Istanbul Universitesi Dishekimligi Fakiiltesi Pedodonti Anabilim Dali

tarafindan gergeklestirilmektedir.

Gerceklestirilecek Islemler

Sizin, esinizin ve ¢cocugunuzun bu caligmaya katilmasi halinde mevcut dissel rahatsizlik
ile ilgili her tiirli dishekimligi muayeneleri yapilacaktir. Disler konumlari, sekil ve
boyutlari, ciirlik var olup olmamast gibi 6zellikleri acisindan incelenecek ve tiikiiriik
ornegi vermesi istenecektir. Tiikiiriik 6rnegi verme islemi: 25 ml’lik dereceli tiikiiriik
kaplarina 5 dakika siire ile tiikiirmesi seklinde olacaktir. Ayrica anamnez bilgileri
almirken size ve ¢ocugunuza bazi sozlii sorular sorulacaktir. Bu ¢alismaya sizin ve
cocugunuzun katilip katilmamasi tamamen sizin kendi iradeniz ile vereceginiz karara

baghdir.

Katilimin Siiresi

Bu calismaya katilmaya karar verirseniz islemler yaklasik olarak 15 dakika civarinda

surecektir.
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Potansiyel Risk ve Sorunlar

Bu calismada kullamilan klinik muayene yontemleri rutin dishekimligi muayene

yontemleri ile aynmidir.

Hastalarin Olas1 Yararlari

Tiim klinik muayene islemleri ve tiikiiriik testleri iicretsiz olarak gerceklestirilecektir ve
bulgular size iletilecektir. Mevcut rahatsizlikla ilgili olarak yapilmasi gereken tedaviler
konusunda bilgi verilecektir. Gereken tedaviler randevu diizenine uyarak

gerceklestirilecektir.

Alternatif Tedavi Yontemleri

Tikiiriik Ornegi alinmasi esnasinda karsilasilabilecek herhangi bir olumsuz durum
karsisinda ve dissel tedavi ihtiyaglarimiz igin dishekiminiz ve fakiiltemizin ilgili
klinikleri size yardimci olacaktir. Calisma esnasinda deneklerden bir defaya mahsus
olmak tlizere sekersiz sakiz ile uyarilmis tiikiiriik Ornegi alinacagindan calismanin

herhangi bir riskinin s6z konusu olmayacagi diisiiniilmektedir.

Gizlilik
Bu konudaki tiim kayitlar gizli tutulacaktir. Siz, esiniz ve ¢ocugunuz herhangi bir
yayinda isimle veya benzeri sekilde anilmayacaksiniz. Her ornege verilecek bir kod

numarasi olacaktir. Bu kod numaralar1 ve isimler tarafimizdan saklanacaktir.

Kurumumuzun Sorumluluk Sinirlari

Herhangi bir fiziksel yaralanma olugsmamasi icin gereken her tiirlii 6zen ve hassasiyet
gosterilecektir. Muayene islemleri tiikiiriik 6rneg8i alma esnasinda olusacak herhangi bir
fiziksel travmadan dolay1 kurumumuz sorumluluk kabul etmemektedir. Fakat olusacak

zararlar konusunda yardimci olmak i¢in elimizden gelen gayret gosterilecektir.
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Calismadan Cikmak

Siz, esiniz ve c¢ocugunuz istediginiz takdirde calisma kapsami disinda kalabilirsiniz.
Calisma kapsami disinda kalmamiz Dishekimligi Fakiiltesinin tedavi hizmetlerinden

yararlanmaniz1 etkilemeyecektir.

Sorulariniz
Sizin ve c¢ocugunuzun calisma ile ilgili sorulariniz en kisa siirede yanitlanacaktir.
Sorularinizi dogrudan Prof. Dr. Figen Seymen ve Dt. Asli Patir’a sorabileceginiz gibi

gerekirse 0-212-414 20 20- 30400 no’lu telefonu da kullanabilirsiniz.

Bu proje Istanbul Universitesi Dishekimligi Fakiiltesi Etik Kurul komitesi tarafindan
incelenmis ve onaylanmistir. Bu proje ile ilgili sorulariniz gerekirse 6nceden telefon ile

randevu alarak komiteye de yoneltebilirsiniz.
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Onay:

Yukarida yazili bilgileri okudum. Istanbul Universitesi Dishekimligi Fakiiltesinin bu
arastirma projesine Ozgiirce ve herhangi bir baski altinda kalmadan goniilli olarak

katilmak istiyorum.

Projeye katilan kisinin Ad1 Soyadi, Imzas1

Yasi, Cinsiyeti

Aragtirmacinin imzasi Tarih
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COCUKLARIN KATILIMI iCiN YAZILI ONAM FORMU

Arastirma yiiriitiictisti: ~ Prof. Dr. Figen Seymen 0 212 414 20 20 / 30400

- -ismi yazili cocugumun ebeveyni (veya

yasal vasisi) olarak Yazili Onam formunda belirtilen caligmaya katilmasmna izin
veriyorum. Bu konuda ilgili formu okudum ve gereken bilgileri aldim. Bu formun bir

kopyas1 bana verildi.

Veli veya vasisin imzasi Tarih



2. CURUK AKTIVITE TESTi iSTEK FORMU

CURUK AKTIVITE TESTI (CAT) ISTEK FORMU
6 yas ve iistii gocuk / erigkin Ciiriik Risk Degerlendirme
I (1 Dig Hekimligi Fakitltesi Mikrobiyoloji BD, 34093, Capa, Istanbul. Tel:02124142595

FaTh s SRR
Adi Soyad:... RS U YL Cinsiyeti: Erkek 0  Kadm 0O
.. Telefon numarast...................... I
L 4 -
CAT Paketi Citriik Kayit Formu
55 |54 [53 |52 51 fie1 |62 |63 |64 |65 [Kaher 3 "§|S';.“ i
1817 {16 {15 14 |13 |12 {11 |21 |22 [23 {24 [25 |26 [27 [28 ;fﬁ"’"""’jlsag]’a'm" §|A
1 [171+]|Curtikbeyaz lezyon BB+
1= P fdolguaqmk e ]
b ;|3 ?|dolgu, giiritksiiz :[D
i [s_[ourogebagh gekin__[E
' [ [diger sebeplert gekim |-
. [6 [mssoromen
I:: !? || Kuron, kdprii ayag E|G
i IB ;[snrmemis l-
: o Tdiger |
48 47 146 |45 144
i 85 |84
DMFT; Curik Cekilmis Dolgu =
DMFS: Cuiriik Cekilmis Dolgu =

Afiz hijyeni (Plak miktari)

G & V OHI-S Plak Indeksi |Derece |Ag Hijyeni Kriterleri

i |Elak veya boya yok
16 {11126 B36 131 e e o
buk {lab{buk §ling b} _ Dis yiizeyinin igte birinden fazla olamayan
; ~|plak, veya boyanmug alan vnrhg_l -
i : || Dig yiizeyinin Qigte birinden fazla, tgte ikisinden
! |l pevaitpy ;
'| 3 -|Dis yiizeyinin Ggte ikisinden fazla plak varlif

Form-191/Rev-0
MB-PR-027/Ek-5



Asagidaki sorulart Evet/Hayur olarak isaretleyiniz.

T

}’:iksek risk gasrerge!e i

oruyuci fak!t‘.ir.fcr .

:Ikyaz lezyom | E i H |Diglerini Nuoridli dis macunu |I: _ ;
Ciirilk kavitesi / réntgende dentin ¢lirigi E H glinde iki kez fur-‘;alu;lor:: E H
Son 3 yilda yapilms dolgy” { E i| H [|Fluoridii gargara/jel kullamyor [ E . H
Disler iizerinde gtizle griilebilir yogun plak .;. E l H ; Fluorid vernigi /jeli uygulanmg E H
Karbonhidrattan zengin igerikli 6EEnler | E || H |Fisstrbrtiicd var - E | H
Glinde >3 sekerllpigmis nisastals ara bg0n E i H ||Gorinorde tikirik mikian yeterli E  H
Tilkiiriik alusim azaltan faktbrler : \Gilnde 4 kez ksilitolld giklet ;igniyw E | H
Hiposalivasyon yapan ilag 1 E || H |[Hergiin ¢iklef gifneme ahgkanhifs var E ! H
Hiposalivasyon yapan sistemik nedenler ’ E f‘ H |{Annebaloeida gilrlik yok | E H
Bas boyun bblgesine radyasyon ; E H H ||Son bir ayda antibiyotik tedavisi ghrmiig 'I E ;: H
Apiz kurulugu sikayeti var i| E H | :
Sabit /hareketli protezler = E H :
Ortodontik tedavi HE ||l H : i
Orm nsk gdstergeleﬂ** L. o .___2'&"‘1531\&1]1 bolomdeki sorulardan birisinin yanit eve ise
Agia ¢|im; kitk ylizeyleri ; —-~! nE H YDKSEK RISKLI CA_?‘ yapair,
Derin cukoreuk-fissirler I E ! H |[[**Klinik mu_s)-enede_ @5; yakin mmd: vapilmig
i 'f dolgu varsa YOKSEK RISKLI
CAT sonucu

. Tﬂkﬂruk, a.k]s hlzl
‘s Tikiiritk akiy hm

- Tarmponiama kapwm1 pl—l ...................

- Mutans strepmkoklan saylsl

.o Lakmbasﬂ saylst :

* Mayasayisi:

Ciiriik riski 0 Yiiksek

i

{

1(:- dakika sonra bakilacak !

cfuml | | " Yiksek /Orta IDusﬂk :

Y PO
cfuiml | | Yiksek /Orta / Dtk i

S
cfu_hn] Yuksak fDrta fDusuk jjl

0 Orta 0 Dilsiik

GAT sonucuna giire MS ve LB sayis1 diigitk bile olsa diger risk faktbrlerinden birkag varsa ORTA RISKLI

Dishekiminin hastaya 6nerisi t......ccoveiniirieneennnns

(Bakimz CAT Ciiritk Kontrolit Oneri Formu)

Randevu tarihi O 1 ay sonra (13 ay sonra

Dishekiminin imzasi

0 6 ay sonra

.......................................................

012 aysonra 02 yil sonra

99



100

ETiK KURUL KARARI

ISTANBUL TIP FAKULTESI
YEREL ETiK KURUL TUTANAGI

Toplant Tarihi : 14/06/2006
Toplanti Yeri

Toplanti SayisiI : 6

Behget Kiitliphanesi Pembe Salon

Sorumlu arastiricihgini Universitemiz DisHekimligi Fakiiltesi,Klinik Bilimleri
Boltimi,Pedodonti Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof.Dr. Figen Seymen'in, ustlendigi Dt.Ash
Patirin yuritecegi 2006/989 protokol numarali ™Anne ve babadan,gcocuga gegen
S.mutans ve S.Sobrinus Kolonizasyonlarindaki genotipik gesitliligin belirlenmesi” bashkh
tez calismasi arastirma fonundan desteklendigi takdirde kurulumuzda incelendi etik
yonden bir sakinca tasimadig gériildi, uygulamaya konulabilecegine karar verildi.

Prof.Dr. Zafer ARI
Etik Kurul Baskani ( Dek
Prof.Dr. Aykan CANBERK
Farmakoloji ve Kli.F. A.D

Prof.Dr. Ahmet GUL /6)/14,,,1
ic Hast. A.D, Romatoloji Bjlimdali
Prof.Dr. Berrin UMMAN ‘

Kardiyoloji A.D.
Prof.Dr. Cahide GOKKUSU

Biokimya A.D ‘
Dr.Ecz. Giilldem MERCANOGLU g@@@@ﬂ@
Farmakoloji ve KIi.F. A.D . 5

Prof.Dr. Kamil PEMBECI
Anesteziyoloji A.D.

Prof.Dr. Miibeccel DEMIRKOL
Gocuk Sag. Ve Hast. A.D
Prof.Dr. Nuran YILDIRIM

Tip tarihi ve Deontoloji A.D.\W

-

Prof.Dr. Oguzhan GOBAN
" Néroloji A.D. '

Prof.Dr. Pinar SAIiP

I.U. Onkoloji Enstitisii
Prof.Dr. Umit TURKOGLU I
Biokimya A.D ]

Prof.Dr. Veli UYSAL

Patoloji A.D.

Prof.Dr. Yesim ERBIL

Genel Cerrahi A.D.
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Kisisel Bilgiler
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Dog.Yeri |Edirne Dog.Tar. 15.06.1978
Uyrugu TC TC Kim No | 16663949396
Email asli_patir@yahoo.com Tel 05322301819
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yih
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Yiik.Lis. I. U. Dishekimligi Fakiiltesi 2002
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