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Bu aragtirmanin amaci, Streptococcus mutans'in neden oldugu ciiriik ile iliskili
hastaliklarin mikroskobik olarak degerlendirilmesi, bakteri suslarinin genotiplenmesi,
interlokin-10 genindeki polimorfizmlerin tespiti ve bunun dis ¢iiriigi ile iliskisinin
belirlenmesidir. Bunun i¢in Aralik 2021-Haziran 2022 tarihleri arasinda farkli
hastanelerden 50 siddetli dis ¢iiriigii olan ve 50 saglikli kisiden 6rnek alinmigtir. Alinan
orneklerden izole edilen Streptococcus mutans i¢in segici bir ortam olan mitis salivarius
agar kullanilmistir. S. mutans’in dokuz susunda dexA gen dizisinin BioEdit tabanl
genotiplemesi yapilmigtir. Suh. Weh. 1-9 arasi rastgele segilerek dokuz izolatin hepsinde
dizi varyasyonu belirlenmistir. BioEdit'e dayali ¢oklu hizalama sonucunda, S. mutans
icinde 5, Geneious prime yazilimima dayanan ¢oklu hizalamada ise 9 genotip tespit
edilmistir. Filogenetik agaclar, ¢evirim i¢i olarak ve daha sonra MEGA 6 programi
kullanilarak olusturulmustur. Yapilacak molekiiler ¢aligmalarda kullanilacak primerler S.
mutans icin 6zel olarak olusturulmustur. Immiinogenetik ¢alismada, IL-10 geninin
promotdriiniin yanindaki primer ¢iftinin, amplifikasyon altinda hedefi basariyla amplifiye
ettigini ortaya c¢ikmistir. Mikroplarin dogustan tanimlanmasi enfeksiyona karsi ilk
savunma hattidir ve IL-10 bu siirecte dnemli bir rol oynar. Antimikrobiyal bagisiklig
aktive etmek, bagisiklik ile ilgili birden fazla bozuklugun IL-10 kodlama varyantlariyla
iligskilendirilmesi, bagisiklikta IL-10 sinyallemesinin fizyolojik 6nemini vurgulamaktadir.
Bu aragtirmada, giiglii bir antimikrobiyal savunma sagladigi bilinen IL-10 alelinde bir
mutasyon kullanilmstir.
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ABSTRACT
PhD Thesis

GENOTYPING OF STREPTOCOCCUS MUTANS STRAINS FOUND IN PATIENT
TEETH AND IDENTIFICATION OF IL-10 GENE SNP ASSOCIATED WITH
DENTAL CARIES

Suha Hamid Obaid AL-MAMOORI

Cankir Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Melda DOLARSLAN
Co-Advisor: Prof. Dr. Basima Ahmed ABDULLAH

The aim of this study was to microscopically evaluate caries-associated diseases caused
by Streptococcus mutans, genotyping of bacterial strains, detection of polymorphisms in
the interleukin-10 gene and determination of its association with dental caries. For this
purpose, samples were taken from 50 people with severe dental caries and 50 healthy
people from different hospitals between December 2021 and June 2022. Mitis salivarius
agar, a selective medium, was used for Streptococcus mutans isolated from the samples.
BioEdit-based genotyping of the dexA gene sequence was performed in nine strains of S.
mutans. Suh. Weh. 1-9 were randomly selected and sequence variation was determined
in all nine isolates. Multiple alignment based on BioEdit identified 5 genotypes in S.
mutans and multiple alignment based on Geneious prime software identified 9 genotypes.
Phylogenetic trees were constructed online and then using the MEGA 6 program. The
primers to be used in the molecular studies were created specifically for S. mutans. The
immunogenetic study revealed that the primer pair next to the promoter of the IL-10 gene
successfully amplified the target under amplification. Innate identification of microbes is
the first line of defense against infection and IL-10 plays an important role in this process.
Activating antimicrobial immunity, multiple immune-related disorders have been
associated with 1L-10 coding variants, highlighting the physiological importance of IL-
10 signaling in immunity. In this research, a mutation in the IL-10 allele known to confer
a strong antimicrobial defense was used.

2023, 68 pages
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1. GIRIS

Dis ciirtikleri, saglik hizmeti gerektiren popiiler insan sagligi sorunlarindan biri olarak
goriilmektedir. Tiim yas gruplarinda dis ¢iirtigli goriilmektedir. Cogu vaka, dislerin ve dis
cevresindeki dokunun tahribatina neden olan mikrobik veya parazitik enfeksiyonlar
olarak tanimlanmaktadir. Bazi patojenler insanlar arasinda bulasabilir (Bostanct and

Belibasakis 2012).

Dis ¢liriigii muhtemelen agiz boslugunun en yaygin bilinen hastaligidir, 6zellikle 5 ile 12
yas araligindaki ¢ocuklart etkiler ve diinya ¢apinda en aralikli karsi konulamaz hastalik
olarak diistiniiliir (Linossier et al. 2011). Bu durum nevrotik etkilesimdir, ¢ok faktorli,
sinirh, post-eruptif ve bulasicidir, sonunda sert dis dokularini yok eder (Acufia et al.
2004). Bu sorunun baslamas1 ve gelismesi, yaralanmanin evresine bagli olarak degisen
bol miktarda mikroorganizmanin varligina baghdir (Figueroa-Gordon et al. 2009). Agiz
bakterilerinin koordineli topluluklar1 olan biyofilmler, organizmanin bagisiklik sistemi
ile hassas bir denge i¢inde disleri kolonize eder (Reyes et al. 2012). Fermentatif sindirimle
iligkili bakteri popiilasyonunun varligina ragmen siikroz tliketimindeki bir artis
(Figueroa-Gordon et al. 2009), hem tiikiiriigiin asindirici bitmis sonuglar1 ortadan
kaldirma sinirin1 hem de tiikiiriik/plak destek g¢ercevesinin Oldiirme giiclinii asarak
biyofilmin ekstra fermantasyonunu saglayabilecek daha fazla agindirict olusumla

sonuglanir (Forssten et al. 2010).

Gilintimiizde periodontal enfeksiyonlarla tek bir mikroorganizmanin degil, bir grup
mikroskobik organizmanin iliskili oldugu genel olarak kabul edilmektedir. Gergekte,
periodontal bakterilerin subgingival bolgede kolonize olmasi, ¢evre periodontal dokuda
enflamasyonu ilk tetikleyen olgudur. Ornegin, streptokoklar ve aktinomigesler dis
ylizeylerindeki en yaygin erken veya onemli kolonizatorlerdir. Zamanla, dis etleri ve
dislerin birlestigi yer Gram-pozitif fakiiltatif anaerobik mikroplar daha az yaygin hale

gelir ve yerlerini Gram-negatif anaeroblara birakir (Jenkinson and Lamont 2006).



Dis ciirtiklerinin baslica patojen olan Streptococcus mutans, kalp kapak¢igi dokularinda
ve ateromatoz plak testlerinde diger tiirlere kiyasla alisilmadik derecede yiiksek bir tekrar
oraninda bulunmustur (Nakano et al. 2006). Bir fare modelinde yapilan arastirmalarda,
P. gingivalis gibi S. mutans'in da aterojenik plak olusumunu hizlandirdigini ve trombosit
sayisini artirdigini, her ikisinin de kan pihtist olusumunu tesvik ettigini gostermistir

(Kuramitsu et al. 2001).

Aktif bireylerde goriilen clirilk vakalarinin RAPD-PCR sonuglari, popiilasyonda c¢ok
cesitli S. mutans genotiplerinin bulundugunu gdstermistir (Napimoga et al. 2004). Onceki
genotipleme yontemlerinin ¢ogu A-PCR'ye dayanmaktaydi ve bu modlar spesifik

olmayan primerler kullandig1 i¢in gozenek iiretim yontemleri olarak kabul edilmekteydi.

Periodontitisin kalic1 ve agresif olarak iki ana kategorisi vardir. Geri doniisii olmayan ve
dinamik periodontal hastalik periodontitis, dis kaybina ve dis fonksiyonlarinda

bozulmaya neden olabilir (Duarte et al. 2015).

Cok cesitli hiicreler, genis biyolojik etkilere sahip olan ve makrofajlar ve T lenfositler de
dahil olmak tizere hiicre ve humoral konak yanitlarinda énemli bir rol oynayan sitokin
interlokin-10 (IL-10) salgilar. Genel kaninin aksine, IL-10 hem normal hem de anormal
yanitlar1 azaltma islevi goren bir sitokindir. Normal periodontal dokular ve nevrotik
durumlar tarafindan salgilanan sitokinlerdeki degisiklikleri gostermek icin caligsmalar
yapilmis olsa da, IL-10'un periodontal kosullardaki eklemlenme profili gizemini
korumaktadir (Mannino et al. 2015).

Periodontitisin temel patofizyolojisini tanimlamak i¢in protein fonksiyonunu ve
artikiilasyon kalitesini diizenleyebilen IL-10'daki polimorfizm diizenli olarak ele
alimmistir. IL-10 aktivitesinin yonlendirilmesinde kilit rol oynayan cok sayida SNP
sayllmistir, Ceviri baslatma noktas1 rs1800872-592'de bulunan bir varyantla iligkilidir.
Birgok ¢aligma IL-10 rs1800872 (-592, -590, -597 C>A) ve periodontal hastaliklar
arasindaki baglantiy1 incelemistir, ancak ¢eliskili sonuglar bulmuslardir Niifus temelli bir
caligmadan (Toker et al. 2018) elde edilen kanitlar, IL.-10'da (rs1800872) bir polimorfizm

oldugunu ortaya koymustur.



Yapilan calimalarada, Streptococcus mutans, dis ciiriiklerinin baslangicindan sorumlu
onemli bir mikroorganizma olarak goriilmektedir. S. mutans bireyler arasinda, 6zellikle
de aileler i¢inde iletisim kurabilir. Bu ¢caligmada, S. mutans diizenini degistirebilmek i¢in
baska bir genotipleme yolu olusturulmustur. Bu metodoloji, birbiriyle siki sikiya iligkili
bireyler arasinda yeterli ayrimi yapabilmekte ve zayif RAPD-PCR genotipleme
yontemleri gibi alisila gelmis diger genotipleme yoOntemlerine kiyasla daha iyi
giivenilirlik sunmaktadir. Boylece, bu bakterinin etrafinda dénen ve dis ¢iirtiklerinin
Onlenmesi ve tedavisine yonelik zorlayici genel saglik metodolojilerine muhtemelen daha

yardimci olabilir.

Bu calisma, yetigkin goniilliilerin tiikiiriiklerinden izole edilen Streptococcus mutans'in
genotipik tanimlanmasi i¢in belirli primerlerin kullanilmasiin etkinligini ve tiikiiriik
orneklerini kiiltiire etmeden dogrudan PCR yontemini degerlendirmeyi amaglamigtir.
Ayrica, bu c¢alismada dis ¢lirigi gegiren hastalarda IL-10'daki polimorfizm
degerlendirilmeye c¢alisilmistir. Bu dogrultuda, doktor kontroliinde herhangi bir dis
cliriigii komplikasyonu geciren hastalardan dis yikama orneklerinin alinmasi, alinan
¢rneklerin yikama dislerinde dogrudan DNA'ya tabi tutulmasi ve S. mutans izolasyonu
icin besleyici MSA besiyerinde kiiltiire edilmesi, S. mutans'in tanimlanmasi igin
fenotipik, biyokimyasal, kiiltiirel testlerin uygulanmas ve spesifik primerler kullanilarak
genotipleme yonteminin yapilmasi, Dis ¢liriigii geciren hastalardandan alinan kan ve
tikiiriik 6rneklerinden DNA ekstraksiyonunun yapilmasi, DNA 6rneklerinin mantarlar
icin spesifik primer ciftleri ile amplifikasyonu, PCR {iriinlerinin dizi analizi ile IL-10
SNP'sinin degerlendirilmesi ve Genius Primer yazilimi1 ve BioEdit yazilimina dayali

biyoinformatik analiz molekiiler verilerinin diizenlenmesi amag¢lanmaktadir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Streptococcus mutans’in Sistematigi

Streptococcus mutans bakterisi, anaerobik ortamlarda gelisen ve insanlarda dis
¢liriimesinin 6nemli bir nedeni olan gram pozitif bir streptokoktur (yuvarlak bakteri).
"Streptokok™ terimi Streptococcus cinsinin herhangi bir iiyesini belirtmek igin kullanilir.

1924 yilinda James Kilian Clarke mikroorganizmayi karakterize eden ilk kisi olmustur

(Clarke 1924).

Yakin akraba bir tiir olan Streptococcus sobrinus da bu bakteri ile agiz boslugunu
paylasabilir: Agiz hastaligina her ikisi de neden olabilir ve laboratuvarda ikisini ayirt
etmek maliyetlidir ve ¢cogu zaman klinik olarak gerekli degildir (Sanchez-Pérez and Gio
2007, Shahabuddin et al. 2016). Bu nedenle, mutans streptokoklar klinik amaglar i¢in
tipik olarak birlikte degerlendirilir. Viridans streptokoklar, ayni tropizme sahip bu bakteri

kiimelenmesini sergileyen baska Streptococcus tiiriidir.

e Alem: Bakteriler

e Sube: Fimicutes

e Sinif: Basil

e Takim: Laktobasilaz

e Familya: Streptococcaceae

e Cins: Streptococcus

o Tiir: S. mutans (Clarke 1924)

2.2 S. mutans'in Genel Karakterizasyonu

S. mutans dahil en az 25 farkl oral streptokok tiiriiniin insan agi1z mikrobiyomunda rutin
olarak bulundugu diisiiniilmektedir. Bu mikroorganizmalarin siniflandirilmasi heniiz
baslangi¢ asamasindadir (Nicolas and Lavoie 2011). Her tiiriin, belirli bir agiz bolgesinde

kolonilesmeye cok uygun olmasini saglayan benzersiz 6zellikleri vardir ve bu alanlar,



ag1z boslugu boyunca farkli ekolojik alanlar1 temsil eder. Agiz boslugunda S. mutans
toplam streptokoklarin %39'unu olusturur. En sik ¢ukur ve catlaklarda goriiliir. Bukkal

yiizeyde %2-9 oraninda S. mutans bakterisi tespit edilmistir (Nicolas and Lavoie 2011).

S. mutans'in bakteriyel karyojenik potansiyeli, S. mutans ve Candida albicans arasindaki
simbiyotik iliski, glukan liretiminin ve biyofilm olusumunun artmasina yol agmaktadir.
Dolayistyla bu durum S. mutans'in karyojenik etkisini giiclendirmektedir (Metwalli et al.
2013).

Agizdaki streptokoklar sagligimiz i¢in yararli ya da zararli olabilir. Normalde konak¢inin
yilizeyinde ikamet eden streptokoklar firsat¢i patojenlere doniisebilir ve dogru kosullar
olustugunda hastalik ve hasara neden olabilir. Agizdaki rahatsizliklar, mikrobiyal

toplulugun dengesinin bozulmasiyla baslayabilir.

2.3 Agiz Saghg1 Hastaliklar:

Streptococcus mutans veya S. sanguinis gibi baska bir karyojenik streptokok igeren
tikiiriik, bakteri igeren yiyecek veya iceceklerle temas ederse oral enfeksiyon kaynagi
olabilir (Dewhirst et al. 2010). Tikiriigiinde yiiksek S. mutans sayist (>105 koloni
olusturan birim) olan enfekte bir kisiden, S. mutans bulasmas1 en ¢ok ¢ocuklarda goriiliir
(Cephas et al. 2011). S. mutans insan dis plaginda yaygin olarak bulunur ve dis
clirtikleriyle iligkilendirilmistir S. mutans insan dis plaginda yaygin olarak bulunur ve dis
curtikleriyle iligkilendirilmistir (Nibali 2015). Dis minesi, dentin ve diger bagli sert
dokulardaki minerallerin par¢alanmast ve kaybidir. Dis ciliriikleri, dis ylizeyinin
bakteriyel fermantasyonun asidik yan iriinleriyle uzun siire temas etmesinden
kaynaklanir. Digler tlizerindeki kirecli beyaz lekeler, mikrokaviteler olarak da bilinen
minenin demineralizasyonunun ilk kanitidir (Matsui and Cvitkovitch 2010). Kahverengi
bir lezyonla gosterilen aktif ¢iiriikler dis clirlimesine, dis eti iltihabina ve dis yapisinin
kaybina neden olabilir. Cigneme agrisi, ¢ene agrisi, dis hassasiyeti, dislerde renk
degisikligi, yiizde iltihaplanma, hafif ates ve bas agris1 bu durumun yaygin klinik
belirtileridir (Rickard et al. 2003). Agiz kokusu ve agizda eksi bir tat dis ¢iiriigiiniin

belirtileri olabilir. Pyogenes'in neden oldugu agiz enfeksiyonlar1 gegici ya da kalici



olabilir. Dig ciirtikleri akut bir ¢iiriikk durumu sirasinda yanal olarak yayilir ve erken bir

asamada hizli pulpa dokusu dejenerasyonuna neden olur.

Tedavi edilmemis dis ¢liriikleri devam eder ve bakteriyemiye neden olursa firsatci kalp
kapag1 endokarditi miimkiindiir. Yiiksek derecede viriilan S. mutans suslar1 da iilseratif
kolitin kotiilesmesiyle iligkilendirilmistir. Uygun bir patolojik agiklama olmadan, bu tiir
olasiliklarin varligini gz ardi edilmemelidir (Mang-De La Rosa et al. 2014, Belibasakis
et al. 2019).

2.4  Streptococcus mutans'in Karakterizasyonu

S. sobrinus'u da igeren mutans streptokoklar arasinda S. mutans, cinsin tek gram-pozitif,
fakiiltatif anaerobik {iyesidir. S. sobrinus, mutans streptokoklar igin segici bir besiyeri
olan Mitis-salivarius agar igeren plaklarda iiretildiginde diizgiin bir koloni sekline
sahipken, S. mutans hastaligin baslamasindaki rolii nedeniyle dis ¢iiriiklerinin 6nemli bir
patojeni olarak kabul edilmektedir (Kreulen et al. 1997, Nakano et al. 2006, Nakano and
Ooshima 2009).

Pioneer morfolojisi, Mitis-salivarius veya Mitis-salivarius-basitrasin agar gibi belirli
besiyerlerinde S. mutans ve S. sobrinus'un varligini belirlemek i¢in kullanilmistir (Saravia
et al. 2013). Franco et al. (2007) yaptiklar1 ¢alismada, S. mutans't S. sobrinus'tan
ayirmanin zor ve zaman alict oldugunu belirtmistir. Taranan bakteri durumlarina iliskin
immiinolojik ve biyokimyasal testlerin sonuclari sunulmustur. Her durumda, MS
tiirlerinin kolay, hizli ve giivenilir bir sekilde ayirt edilmesi i¢in bir polimeraz zincir

reaksiyonu (PCR) yontemi de gelistirilmistir (Oho et al. 2000, Nakano et al. 2004).

2.5 S. mutans icin Genotipleme Yontemleri

Tiikiirtik ¢ok ¢esitli S. mutans genotipleri igerir ve geleneksel olarak bunlar1 ayirt etmek
icin dental biyofilm ve RAPD-PCR teknigi kullanilmistir (Arthur et al. 2007, Lembo et

al. 2007, Redmo Emanuelsson et al. 2003). Bu yontemin dogrulugu, S. mutans genotipik



kimligine yonelik alternatif yaklagimlarla karsilastirildiginda tartismalidir (Li et al.
2001). S. mutans genotiplemesinde istege bagli primerler kullanmistir. AP-PCR
genotiplemesine, cesitli 6znel 6n testler kullanilarak ek agirlik verilmesi Onerilmistir
(Truong et al. 2000). On oligoprimerler OPA 05 ve OPA 13, Saarela et al. (1996)
tarafindan tanimlandigi gibi S. mutans genotiplerini ayirt etmede etkili olmustur (Truong
et al. 2000, Redmo Emanuelsson et al. 2003). OPA 03 ve OPA 18'in S. mutans' diger
oral bakterilerden ayirt etme yetenegi, mutans streptokoklar arasinda genotipik cesitlilik
tizerine yapilan bir ¢alismada dogrulanmistir. Li and Caufield (1998), S. mutans referans
suslariin genotiplendirilmesi i¢in birgok istege bagli hazirlik teknigini degerlendirdikten
sonra, OPA 02'nin genotip ayriminda en iyi giicii gosterdigini ve farkli primerlerle

karsilastirildiginda en fazla sayida amplikon verdigini 6ne slirmiistiir.

S. mutans'in genotipik ¢esitliligi, geleneksel karsi ilaglarin 6tesinde hastalig1 6nlemek ve
saghgr iyilestirmek icin cliriiklere yonelik yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine

yardimci olabilir (Napimoga et al. 2005).

Kreulen et al. (1997) giiriik ilerlemesi ve genotip gesitliligi arasinda negatif bir korelasyon
bulmus olsa da Lembo et al. (2007) ¢iiriik olmayan ve ¢iiriik olan ¢ocuklarda tespit edilen
genotip sayisinda Onemli bir fark bulamamistir (Mitchell et al. 2009), Mevcut
arastirmanin bulgular1 S. mutans'in kalitsal ¢esitliligi ile ¢liriik ilerlemesi arasinda bir
korelasyon oldugunu gdstermistir. Onceki arastirmalarla tutarl olarak, dis ¢iiriigii olan
okul dncesi ¢ocuklarda genotip sayisi ¢liriik olmayanlara gére daha yiiksektir (Napimoga

et al. 2004).

Alt1 ve yedi yaslarindaki cocuklarin tiikiiriik testleri, dis ¢iirtigli olan ve olmayan ¢ocuklar
arasinda Streptoccocus mutans prevalansi ve genotipleri agisindan farkliliklar oldugunu
ortaya koymustur (Arévalo-Ruano et al. 2014). Bu ¢alismada; Kolombiya'nin Medellin
kentindeki bir devlet okulundan 6-7 yas arasi1 ¢ocuklardan rastgele 47 tiikiirik 6rnegi
toplanmistir. DMF-T Indeksini (Ciiriik, Eksik ve Dolgulu Disler) belirlemek igin agiz
muayeneleri yapilmigtir. PCR, API 20STREP ve Streptococcus sobrinus ve
Streptococcus mutans'in 16S rRNA ardisik analizi sekellerin ayirt edilmesini saglamistir.

PCR, c, e, f ve k genotipleri arasinda ayrim yapmak i¢in kullanilmistir: S. mutans



prevalansi %14,9 olarak bulunmustur. Tiikiirlik testlerinin %57,4'lnde (27) dis ¢lirigi
olan g¢ocuklarin %8,5'inde (4/30) S. mutans genotip c; %2,1'inde (1/30) genotip f;
%1,6'sinda (1/31) ise genotip ¢ ve k bulunmustur.

Ayrica, Napimoga et al. (2004) AP-PCR kullanarak ¢iiriik-dinamik bireylerde sekiz
genotipin tavan yaptigini kesfetmistir. Ancak, arastirmalar ¢ocuklarin genellikle bir ile
bes arasinda ayirt edilebilir S. mutans genotipine sahip oldugunu gdstermistir (Mattos-
Graner et al. 2001, Gronroos and Alaluusua 2000).

Bu bulgular, ¢ocuklarla ilgili 6nceki ¢alismalarda goriilenlerle tutarlidir. Ayrica ¢liriigii
olmayan on okul dncesi ¢ocugun ayni genotipe sahip oldugu bulunmustur. Dis ¢iiriigi
olan grupta ise 13 cocukta birden fazla genotip tespit edilmistir. Bu durum, fermente
edilebilir karbonhidrat tiiketiminin, ayni agiz boslugunda farkli genotiplerin yogun
kolonizasyonu ve biiyiimesi gibi uzun vadeli etkilerinin bir sonucu olarak agiklanabilir

(Li and Caufield 1998, Guo et al. 2006, Lembo et al. 2007).

2.6 Dis Ciiriikleri

Dis ¢iirtigiiniin mikrobiyolojik olusumu, yiizyillar olmasa da on yillar boyunca c¢esitli
calismalarin odak noktast olmustur. Mutans streptokoklar (MS) o6zellikle ¢iiriik
gelisiminin erken evrelerinde 6nemli bir role sahiptir. Bununla birlikte, ¢iiriige giden
yollarin MS'den bagimsiz oldugu konusunda yaygin bir mutabakat vardir ve diger plak
tiirlerinin MS'nin baghiligin1i ne o6lclide etkiledigi konusunda siliregelen tartismalar
mevcuttur (Takahashi and Nyvad 2008). Tiir spesifikligine kars1 en az bir 6rnekte sus
belirginligi lehine tartisilmigtir. MS olmayan oral Streptococcus mitis, Streptococcus
oralis, Streptococcus gordonii ve Streptococcus anginosus tiirlerinin suslar1 "disiik pH
streptokoklar1" olarak kategorize edilir, ancak diger tiirler de aday olarak onerilmistir

(Matsui and Cvitkovitch 2010, Okahashi et al. 2013, VVan Dyke and Sima 2020).



2.7 Dis Ciiriimesi ve Gen Polimorfizmleri

Hughes et al. (2006) ¢ok sayida sitokin ve biiyiime faktoriinii ¢ok c¢esitli insan
hastaliklarinin patogenezinde 6nemli olarak tanimlamis olsa da geleneksel klinik kurallar
genellikle bir bireyin gelecekte periodontal enfeksiyonun yayilmasina karsi duyarliligini

yeterince tahmin etmekte veya uygun bir tedavi yontemi se¢gmekte yetersiz kalmaktadir

(Giannobile et al. 2009).

Morse et al. (1999) arastirmasina gore TNF-alfa, interlokin-1 beta, interlokin-6 ve
interlokin-10'daki genetik varyasyonlar transkripsiyonel diizenleme ile baglantilidir (Poli
et al. 2002). Periodontal tedavinin sonucunu tahmin etme ve tedavi stratejisindeki bir
degisikligi gerekgelendirme yetenegi, periodontal hastaliklarin ilerlemesi ve baslangici
ile iligkili olasi genetik varyantlarin tanimlanmasiyla desteklenebilir (Kinane and Hart
2003).

Dikkatsiz periodontal tedaviyi takiben klinik sonuglarla iligkili olarak degisen kalitede
birka¢ polimorfizm arastirilmistir; yine de sistemik olarak saglam testlerin eksikligi daha
fazla aragtirma ihtiyacini ortaya ¢ikarmistir (Chatzopoulos et al. 2016). Dikkatli olmayan
periodontal tedavi alirken periodontal hastaliklarinda ilerleme yasamaya devam eden
hastalar, ek temel anti-toksinlerden veya diger ek tedavilerden fayda gorebilir.
Periodontal olarak bozulmus dislerin ve dis kaybinin sikligini azaltmak igin, genetik
testler periodontal hastalifin gelecekte ortadan kalkma riskini tahmin etmek i¢in
kullanilabilir ve kisisellestirilmis tedaviye (Kisisellestirilmis/Hassas Tip) izin verebilir
(Maney and Owens 2015). Test sonuglari, periodontal hastalik tespitinin dogrulugunu

artirirken, etkisiz tedavilere de 151k tutabilir.

2.8 Interlokin 10 (IL-10)

IL-10 geninin kromozom 1g31-q32 iizerindeki konumu, IL-10 geninin promotdr
bolgesindeki varyasyonlar IL-10 sitokin ekspresyonunu degistirerek yeni inflamatuar

yanitlara yol agabilir (Gibson et al. 2001). IL-10 polimorfizmleri ve CP ile ilgili olarak,



zit sonuglar vardir (Moore et al. 2001). Baglanti dengesizligi i¢inde olan IL10-1082, -819
ve -592 polimorfizmleri tarafindan olusturulan iki ana haplotip vardir. Pakistan'da yapilan
aragtirmalar 1L10-1082, -819 ve -592 polimorfizmlerini hepatit C riskiyle
iliskilendirmistir (Afzal et al. 2011). Ayrica, ¢esitli ¢alismalar bu polimorfizmlerin
hepatit B enfeksiyonu dahil diger kronik hastaliklarla baglantili oldugunu gostermistir
(Lachmann et al. 2007) Cerceve metaloproteinazlari inhibe etme kabiliyeti nedeniyle IL-
10, periodontal doku bozulmasii da azaltir (Moore et al. 2001) Bu akis sitometrisi
analizinin amaci, IL-10 polimorfizmleri ile hastalik duyarlilig1 (-1082, -819 ve -592) ve
kalic1 periodontitis arasindaki potansiyel baglantilar1 belirlemektir (Wong et al. 2018).

Inflamasyonun ilerlemesini énemli 6lciide etkileyen IL-10, monosit ve makrofaj pro-
inflamatuar tepkisini azaltarak inflamatuar tepkileri bastirmaya yardimeci olan bir sitokin
olarak da diigiiniilmektedir. Ayirma faktorii IL-10, B hiicresi IgG, IgA ve IgM iiretimini
uyararak normalde CD4+ T hiicresi yaslanmasini hizlandiran nevrotik giivenli
reaktiviteyi azaltir (Groux et al. 1997). IL-6 572 G/C ve IL-10 592 C/A Kkalite
polimorfizmleri, 6zellikle Kafkas Avrupalilar arasinda artmis kalici periodontitis riski ile

iliskilendirilmistir (Albuquerque et al. 2012, Song et al. 2013).

Interlokin-10 (IL-10) periodontal enfeksiyonlarin énlenmesinde énemli rol oynayan bir
sitokindir. Farkli IL-10 eklemlenmeleri, IL-10 kalitesinin baglanma bolgesindeki IL10-
1082, -819 ve -592 polimorfizmleriyle iliskilendirilmistir. Bu derlemenin amaci,
Iranlilardan olusan temsili bir drneklemde bu SNP'lerin uzun siireli periodontitis ile

iliskilerini arastirmaktir (Heidari et al. 2013).

1087(G/A) ve -597(C/A) lokasyonlarindaki interlokin-10 tek niikleotid polimorfizmleri
sirastyla genel kalic1 periodontitis ve sinirli agresif periodontitis ile baglantilidir ve bu

polimorfizmlerin periodontitis etiyolojisinde bir rolii oldugunu diisiindiirmektedir

(Kinane and Hart 2003).

Yapilan bir ¢aligmada, S. mutans'a verilen yanitin bir Th1 reaksiyonu oldugu belirtilmistir
(Hahn et al. 2004). IL-10, organizmalarin ihtiyaglarina gére monositler, makrofajlar ve

dendritik hiicreler tarafindan iretilir. Bagisiklayicilarin iiretimi gibi B hiicrelerinin
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biiyiimesi de uyarilir. Insan monositlerinin Gram-negatif mikroorganizmalara yanit
olarak IL-10 iretme ve salma yetenegi muhtemelen bakterinin lipopolisakkarit
konsantrasyonuna baglidir. Insan monositlerinin Gram-negatif mikroorganizmalara yanit
olarak IL-10 iiretme ve salma kabiliyeti muhtemelen bakterinin lipopolisakkarit
konsantrasyonuna baglidir (Cogulu et al. 2015). IL-1 iiretimi, makrofajlar ve lenfositler
tarafindan salinan IL-10 tarafindan baskilanabilir. Mevcut incelemede, tiikiiriik veya
serumdaki IL-10 konsantrasyonlari ile dis ¢iiriigii veya S. mutans prevalansi arasinda bir

iliski bulunmamustir.

rs1800872-592 bolgesi, IL-10 i¢in yaygin bir SNP'dir ve 592A varyantinin daha diistik
serum IL-10 ekspresyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir. rs1800871 ve rs1800896
SNP'leri disinda, IL-10 kalitesinin kaydedilmesi ve serbest birakilmasi1 A/G (1082) ve
C/T (819) SNP'leri ile de iliskilendirilmistir (Khabour and Barnawi 2010). Buna ek
olarak, -592C>An, Japonya, Italya, Urdiin ve Bulgaristan'daki popiilasyonlarin uzun
omtrliligi ile baglantili olan 1082 SNP (R 2=3,7, D'=1,0) ile LD i¢indedir (Okayama et
al. 2005).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Makine ve techizat

Calismada kullanilan makine ve techizat Cizelge 3.1°de listelenmistir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan makine ve teghizat

Makine Uretici firma Mensei
Otoklav Labtech Kore
Bilesik 151k mikroskobu Olympus Japonya
Dijital kamera Sony Japonya
Elektroforez tinitesi Labnet Tayvan
Inkiibator Memmert Almanya
Asilama dongiisii Japan Japonya
Makro santrifiij Hitachi Almanya
Mikro santrifiij Hitachi Almanya
Mikro pipet Eppendorf Almanya
Mikrodalga Germany Almanya
Nanodrop 2000 Thermo Amerika Birlesik Devletleri
Sogutucu Concord Liibnan
Hassas denge Precisa Isvigre
Termo dongii (PCR) Agilent Almanya
Aletler Sterile Ingiltere
Tiip calkalayict Labinco Hollanda
UV Isik Korea Kore
Girdap Hiedolphy Almanya
Vorteks santrifiijii Memmert Almanya
Su banyosu Memmert Almanya

3.1.2 Kimyasal ve biyolojik maddeler

Bu aragtirmada kullanilan kimyasal ve biyolojik maddeler Cizelge 3.2’de yer almaktadir.
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Cizelge 3.2 Kimyasal ve biyolojik malzemeler

Kimyasal ve Biyolojik Malzemeler Sirket Ulke
Agaroz Bio basic Kanada
DNA Markorii (DNA isaretleyici) 100bp Fisher ABD
Etanol %99 ve %70 alkol Flukachemika Isvigre
Etidyum Bromiir Bio basic Kanada
Gliserol B.D.H Ingiltere
[zopropanol ve Etanol %70 Indico Hindistan
Yaga daldirma Indico Hindistan
Tris Borat-EDTA-Tampon ¢6zeltisi (TBE)10x Bio basic Kanada
Tris-EDTA Tampon ¢oziimii (TE) Promega ABD

3.1.3 Polimeraz zincir reaksiyonu malzemeleri

Polimeraz zincir reaksiyonu malzemeleri Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4'te gosterilmistir.

Cizelge 3.3 Standart PCR kiti bilesenleri

Malzeme Mensei

Etidyum bromiir Promega (ABD)
Gliserol Hi media (Hindistan)
Gram boyama Hi media (Hindistan)
TE-tampon Promega (ABD)
Green master karisim Promega (ABD)
Molekiiler marker Bioneer

Cizelge 3.4 Genomik DNA i¢in saflastirma Kiti ve tamponu

No Genomik DNA saflastirma kiti ve tamponlar
Proteinaz K

Hiicre lizizi tamponu

Cekirdek pargalama tamponu

Baglama tamponu

Ik yikama tamponu ve 2. yikama tamponu
Niikleaz igermeyen su

O WIN|F

3.1.4 Primerler

Calismada kullanilan primerler Cizelge 3.5'te gosterilmistir.
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Cizelge 3.5 Calismada kullanilan primerler

Primer Sira (5'—3") Boyut Referans

Spesifik astar | FDX:5 -"CGCAGGTTGAAACAGAATGC-3' 615 Bu galisma igin
bp tasarlandi.

Spesifik FRI: AGCCATGCGCAATCAACAGGTT 415 Bu ¢alisma i¢in
bp tasarlandi.

IL-10 IL10F: ATCCAAGACAACACTACTAA 588 (Yoo et al. 2005)
bp

3.1.5 Tam kandan genomik DNA'nin saflastirilmasi

Cizelge 3.6’da tam kan Genomik DNA kitinin saflastirma igerigi gosterilmistir.

Cizelge 3.6 Genomik DNA i¢in ekstraksiyon kiti

Malzemeler Miktar (pL)
Kirmizi kan hiicresi lizis soliisyonu 200-300
Cekirdek Lizis ¢oziimii 200-400
Protein ¢oktiirme ¢6ziimii 250
Niikleaz igermeyen su 50-200
DNA rehidrasyon ¢oziimii 50
RNase A ¢oziimii 3-6

3.1.6 Kullanima hazir reaktifler

Calismada kullanilan tiim reaktifleri Hi-media Company -India’dan saglamistir. Bunlar

arasinda Gram boyasi katalaz, oksidaz, metil kirmizisi ve voges-proskaur bulunmaktadir.

3.1.7 Kiiltiir ortami

Uretici tarafindan tedarik edilen tiim kiiltiir ortamlar1 (kullanima hazir), iiretim
protokoliine bagl olarak hazirlanmis ve Cizelge 3.7'de gosterildigi gibi otoklavda 121°C

ve 15 pound/inc?de 20 dakika siireyle sterilize edilmistir.
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Cizelge 3.7 Calismada kullanilan kiiltiir ortamlar

Kiiltiir medyasi Kullanim nedeni
Kan Agar Hemolitik kan testi
Beyin Kalp infiizyon suyu Bakteriyel aktivasyon
MacConkey agar Laktoz fermantasyonu
Mitis-salivarius agar besiyeri S. mutans i¢in segici ortam
Besin agar Bakteri ekimi

Besin suyu Bakteriyel aktivasyon
Stikroz pepton agar Bakteri izolasyonlar1

Siikroz Pepton Agar: Bu, bakteri izolasyonlar: i¢in genel amagcli, segici olmayan bir
besiyeridir, ancak Agrobacterium yetistirmek i¢in kullanilmamalidir. Pseudomonads ve
Xanthomonas campestris'in mukoid yapisi bu besiyerini iireten bakterileri tespit etmek
icin ideal hale getirir. Bu besiyerinin seffafligi plaka sayimlart i¢in ideal bir ortam
yaratmaktadir. Bu besiyeri: Distile su, sukroz 20 g, pepton 5 g, KoHPO4 0,5 g, MgSOs-
7H20 0,25 g ve litre basina 15 g agardan olusur.

Beyin Kalp Infiizyon Broth (BHI-B): Besiyeri Hi-Media Sirketi tarafindan belirtilen
talimatlara gore tretilmis ve sterilize edilmistir. Besiyeri, 37 gram 1000 mL distile su
i¢inde siispanse edilmistir. Sterilizasyondan sonra, maksimum etkinlik i¢in vidali kapakli
siselere dokiilmiistiir. Besiyeri ireticinin talimatlarima uygun olarak yapildigi giin

kullanilmalidir.

Kan Agar: Bu besiyerini yapmak i¢in 37 g kanl1 agar bazi 1 litre distile suda ¢oziilmiistiir.
Besiyerini iyice ¢ozmek i¢in kaynatilmasi gerekir. Otoklavlandiktan ve 45-50°C'ye
sogutulduktan sonra aseptik olarak %5 v/v steril defibrine kan eklenir ve karisim steril

petri kaplaria konulur.

Mitis-Salivarius Basitrasin Agar (MSB Agar): S. mutans yetistirmek i¢in bu besiyeri
secici bir besiyeri olarak kullanilir. Besiyeri, 200 U/mL basitrasin ve %20 (w/v) siikroz
igerir. Uretici firma talimatlarina uygun olarak, 90 g toz 1000 mL distile icerisinde
tamamen ¢oziilene kadar manyetik bir karistirict kullanarak karistirilir. MS izolasyonu

icin spesifikligini artirmak amaciyla MSA'ya 150 g/L konsantrasyonda (sterilizasyondan
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once) siikkroz eklenir. Besiyeri otoklavlandiktan sonra yaklasik 45°C'ye kadar
sogutulduktan sonra, agarin her litresi igin 1 mL basitrasin ¢6zeltisi eklenir. Karisim daha
sonra petri kaplarina konarak sogumaya birakilir. Ardindan kullanilincaya kadar

buzdolabinda muhafaza edilir.

3.2 Sterilizasyon Yontemleri

Sterilizasyon yontemleri asagida siralanmistir. Bunlar:

e Kiiltiir ortaminin 121°C'de ve 15 Psi basingta 15 dakika siireyle sterilizasyonu,
e Camlarm 180°C'de 2 saat boyunca elektrikli firinda kuru 1s1 ile sterilizasyonu,
e Bacitracin'in Millipore filtrasyonu ile sterilizasyonu.

3.3 Cahsma Kapsaminda Kullanilan Reaktifler

Asagidaki reaktifler manuel standrazasyona dayali olarak hazirlanmistir:

3.3.1 Katalaz reaktifi

[zolatlarin katalaz enzimi iiretme kapasitesi, karanlik bir kapta stok ¢dzeltiden yapilan

hidrojen peroksit (%3) ile test edilerek belirlenmistir.

3.3.2 Basitrasin ¢ozeltisi

Mitis-Salivarius Basitrasin Agar (MSB Agar) yapiminda kullanilmak iizere 200 U
bacitracin yapmak i¢in, 6nce 0,364 g bacitracin antibiyotigini 100 mL sterilize distile suda
manyetik bir karistirict kullanarak ¢6zdiikk ve antibiyotigin tamamen c¢oziinmesini
sagladik, ardindan ¢ozeltiyi 0,20 m Millipore membrandan silizdiik ve soguttuk. Her iki

ile li¢ haftada bir yeni bir ¢ozelti hazirlandi.
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3.3.3 Normal salin

Normal tuzlu su, (9 g) NaCl'in 1 L distile suda ¢6ziilmesiyle hazirlanmistir; nihai pH 7,3'e
ayarlanmis ve ardindan her birinde 9,9 mL olacak sekilde vidali kapakli siselere
dagitilmis, ardindan siseler otoklavla sterilize edilmis ve kullanilana kadar buzdolabinda

saklanmistir.

3.3.4 Potasyum telliir

Tamponu yapmak i¢in 6nce 1 g potasyum telliir 90 mL steril damitilmig suda ¢oziiliir ve
ardindan %1'lik bir konsantrasyon elde etmek i¢in toplam hacim 100 mL ¢ikarilir. Cozelti

daha sonra bir Millipore filtreden siiziiliir ve 4 santigrat derecede saklanir.

3.3.5 Oksidaz test reaktifi

1 g tetra Metil-P-fenilen diamin dihidro kloriiriin 90 mL steril distile suda ¢6ziilmesi ve
miktarin 100 mL'ye ¢ikarilmasiyla elde edilen reaktif, bakteriyel oksidaz enzim tiretimini

Olemek i¢in kullanilmastir.

3.3.6 Kovac reaktifi

Indol test reaktifi, 5 g para-dimetil amino benzaldehitin 75 mL izopropil alkol iginde bir
su banyosu tizerinde ¢oziilmesiyle hazirlanir. Elde edilen ¢6zelti daha sonra agik sar1 bir

renk alana ve ¢o6ziiniir hale gelene kadar gii¢lii HCl ile seyreltilir.

3.3.7 Barrette reaktifi

Kullanimdan 6nce karistirilarak iki ¢ozelti hazirlanmasini igerir. Bunlar:

Cozelti (A): 5 g alfa-naftol 100 mL mutlak alkol iginde ¢oziiliir
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Cozelti (B): De iyonize suda %40 KOH ¢oziiliir.

Kullanilmadan 6nce 1hacim Cozelti (A), 3 hacim Cozelti (B) ile karistirlir.

3.3.8 Karbonhidrat fermantasyon ortami

Bakterilerin farkli sekerlerin tiiketimine duyarliligini indiiklemek i¢in, sekerlerden
(Rafinoz, D-Glikoz ve Laktoz, Siikroz, Dekstroz, Ksiloz ve Mannitol) olusan seker
cozeltisi %1'lik nihai konsantrasyonda kullanilmistir. Bu besiyeri, 10 g pepton, 1 g sigir
eti ekstrakt1 ve 5 g NaCl ve 0,018 g fenol kirmizisinin 100 mL distile suda ¢oziilmesiyle
hazirlanmis ve pH 7.4'e ayarlanmis, besiyeri her tiip i¢in 4,5 mL hacminde test tiiplerine
dagitilmis ve besiyeri otoklavda 121°C sicaklikta 15Psi dakika sterilize edilmis ve tizerine

test tiipli bagina 0,5 mL oraninda stiziilerek steril seker ¢ozeltisi eklenmistir.

3.4 Etik

Caligmanin yapilmasi ve drneklerin alinmasi i¢in gerekli olan etik belgesi alinarak tiim
katilimcilara yazili bilgilendirme yapilmistir. Calismaya katilan katilimcilar takip
prosediirlerinden, yiirlirliikteki tiim yasa ve standartlara uygun olarak tiim testlerin
yapildigin1 onaylamistir. Yazarlar, tiim prosediirlerin 1964 Helsinki Deklarasyonu'nda
belirlenen ve ilgili etik kurul tarafindan incelenip onaylanan yonergelere uygun oldugunu

teyit etmektedir.

3.5 Orneklerin Toplanmasi

Ozel Klinikten 50 dis plag: ve dis yikama 6rnegi ve 50 kontrol 6rnegi alinarak 10 mL'lik
steril kaplara yerlestirilmistir. Ornekler laboratuvara génderilinceye kadar buzdolabinda

tutulmustur.
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3.6 Mutans Streptokoklarinin izolasyonu

Steril ¢ubuklar kullanilarak, 100 L seyreltilmemis numune MS agar plakalarina
ekilmistir. Kiiltiirler 37°C'de 48 saat boyunca anaerobik olarak ve 37°C'de bir gece
boyunca aerobik olarak inkiibe edilmistir. Koloni olusturan birim konsantrasyonu (CFU)
250'den fazla olan numuneler canli olarak kabul edilmistir (Salman et al. 2017). izolatlar
ilk olarak 37°C'de iki giin boyunca anaerobik bir ortamda biiyiitiildiikten sonra kanl agar
(BA) plakalarinda tanimlanmustir. Izolatlar1 ilk olarak karakterize etmek i¢in MS-agar ve
BA iizerinde koloni goriiniimii, Gram boyama ve mikroskobik analiz, Katalaz ve

Dekstran Uretimi Testi yapilmistir (Al-Mudallal et al. 2008).

3.6.1 Hasta ve kontrol gruplari

50 ornek, farkli hastanelerden siddetli dis ¢liriigii olan ve 6zel hekim tarafindan teshis
edilen hastalardan toplanmis, kontrol grubu ise dis ¢iiriigii olmayan rastgele 50 saglikli
kisiden olusturulmustur. Hasta ve kontrol gruplari ii¢ giin dncesine kadar herhangi bir
antibiyotik almamistir ve Ornekler Aralik 2021-Haziran 2022 tarihleri arasinda
yapilmustir. Calismaya katilan kisilerin yaglar1 30-60 arasinda degismektedir. Ayrica,
molekiiler calisma icin ayni hastadan EDTA tiiplerinde 3 mL kan drnekleri toplanmais,

ornekler -20°C altinda dondurulmus halde saklanmuistir.

Bakterilerin tanimlanmasi ve bakteriyel enfeksiyonu dogrulamak igin S. mutans igin
spesifik primer-PCR kullanilmistir. Interlkin 10 igin PCR dizileri ve S. mutans i¢in PCR
kullandiktan sonra dizi analizi polimorfizmleri kullanilarak genlerdeki SNP'lerin genotip

dagilimlari incelenmistir (Sekil 3.1).
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Samples collection for (50) Teeth decav patient's and health for each

—

Saliva &Teeth wash samples Blood samples
(Bacteriological study) (Immunogenic study)
Cultured on MS agar Extraction genomic DNA

‘ l
Bacterial isolation PCR &Polymorphism of IL10 SNPs
+
Bacterial identification

Bioinformatics analysis
DNA Extliaction Phenbtypic & Biochemical tests
PCR and Genotyping by specific primers, sequence

and Phylogeny trees

Sekil 3.1 Dis cliriigi, tiikiirlik ve hastalardan 6rnek toplama semast

3.7 S. mutans'in Fenotipik Tanimlanmasi

Tanimlama, dogrudan diseksiyon mikroskobu altinda (biiyiitme X 20) incelenerek MSB

agar iizerindeki kolonilerin morfolojisine gore yapilmistir.

Secici MSB agar plaklarinda, S. mutans kolonileri soluk mavi renkte, yaklagik 2-3 mm
capinda, besiyeri yiizeyine iyi yapigsmis, kabarik veya disbiikey yiizeyli, 6n veya kiiresel
morfolojide goriinmiistiir. Baz1 koloniler diizensiz koloniler, piiriizlii koloniler, Paris
dizilimi veya kisa-orta uzunlukta zincirler seklinde goriilmiistiir. Tiim bakteri izolatlar
icin saf ve geng¢ kiiltlirden yayma hazirlanmis ve 151k mikroskobu altinda bakteri

hiicrelerinin boyutunu, seklini ve diizenini gosteren gram boyasi ile boyanmustir.
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Biyokimyasal Testler: Steril kosullar altinda MSB agardan inokiilasyon halkasi
kullanilarak kiiglik koloniler alinmig ve daha sonra kanli agar plaklarina (hemoliz tiirii
icin) yayilmis ve iki giin boyunca anaerobik olarak inkiibe edilmistir, saf kiiltiir elde
etmek igin alt kiiltiirler birkag kez tekrarlanmistir ve asagidaki testler yapilmistir. Tim
biyokimyasal testler (Cowan 1977, Konemann and Visser 1988)'ya gore
gerceklestirilmistir.

Katalaz Uretim Testi: Bu test %3 Hidrojen peroksitten (H20,) etkilenen katalaz enziminin
tiretim aktivitesini tespit etmek i¢in kullanilir. Az miktarda saf S. mutans kiiltiirti, steril
bir halka kullanilarak temiz ve kuru bir cam lam ylizeyine ayr1 ayr1 aktarilmigtir. Lam
tizerindeki bakteri kiiltiiriiniin bir kisminin {izerine hemen %3'liik hidrojen peroksit
damlatilmis, gaz kabarciklarinin olusmamasi katalaz enziminin yoklugunu gostermistir.
Bu test dogrudan MSB agar plaklarindaki koloniler lizerinde de gerceklestirilmistir. B-
Farkli karbonhidrat kaynaklarinin fermantasyonu asagidaki yontemle belirlenmistir: Her
biri %10 (mannitol, sorbitol, sukroz, rafinoz ve iniilin) ile desteklenmis tiyoglikolat
besiyeri negatif kontrol olarak kullanilirken, sukroz pozitif kontrol olarak kullanilmas,
slispanse besiyeri test edilen izolatlarla inokiile edilmis ve anaerobik olarak 37°C'de 72
saat inkiibe edilmistir, besiyerinin rengi kontrollerle karsilastirildiginda kirmizidan sartya
degismistir, bu bakterilerin bu karbonhidrat kaynaklarini fermente etme yetenegini

gostermistir (Cowan 1977).

Oksidaz testi: Oksidaz reaktifi ile doyurulmus bir filtre kagidina sterilize edilmis bir tahta
cubuk kullanarak 24 saatlik bir koloninin bir kisminin aktarilmas: ve 10 saniye i¢inde

mavi rengin ortaya ¢ikmasi testin pozitif oldugunun gostergesidir.

Ureaz testi: Ure iceren tiiplerin bakteri kiiltiirii ile egimli bir sekilde asilanmasi ve tiiplerin
37°C'de 1-7 giin boyunca inkiibe edilmesi ve besiyerinin renginin saridan pembeye

kaymas1 durumunda test pozitiftir.

Hemoliz testi: Kanli agar plakalari, planlama yontemi kullanilarak test edilecek bakteri

ile agilanir, ardindan inkiibasyon i¢in 18-24 saat boyunca bu sicaklikta tutulur. Genisleyen
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bir koloniyi ¢evreleyen hemoliz yararl bir etki yaratir, bu da B-hemolitik tipte oldugunu

gosterir. a-hemolitiktir, ancak ayrisma olmadiginda y-hemolitiktir.

Hareketliligin Incelenmesi: Hareketin merkezini iceren tiipler saplama yontemi ile
asilanarak 48 saat inkiibe edilmistir. Pozitif sonug liremenin saplama sinirlarinin disina
yayilmasi ile kaydedilirken, negatif sonu¢ bakterilerin sadece saplama bolgesinde

tiremesi ve ¢evrenin saf kalmasi ile gozlenmistir.

Indol Uretim Testi: Peptonlu su (triptofan i¢eren) kullanilarak degerlendirilen saf bakteri
kolonisinin oda sicakliginda kiiltiire edilmistir. Ortam 37°C'de 24 saat inkiibe edildikten
sonra birkag damla Kovacs reaktifi eklenir ardindan kirmizi halka olusumu sonucun

pozitif oldugunu gosterir.

Metil Kirmizisi testi: Metil Kirmiz1 Vogues Proskauer besiyeri 37°C'de 24 saat boyunca
yeni bir bakteri susu ile enjekte edildikten sonra test tiipline birka¢ damla reaktif (metil
kirmizis1) eklenir. Glikoz, kirmizi bir renk tonuyla gosterildigi gibi karisik asitlere

fermente edildiginde, sonucun pozitif oldugu anlasilir.

Vogues-Proskauer testi: Peptonlu su, glukoz ve fosfat ile test edilecek saf bakteri
kolonisinin bir kismi 37°C'de 24-48 saat inkiibe edildikten sonra, dahil edilen Barritte
reaktifi %40 konsantrasyonda 1 hacim potasyum hidroksit ¢ozeltisi KOH ve %5
konsantrasyonda 3 hacim Naphthol-a ¢6zelti ortama eklenir ve ardindan 10-15 dakika
bekletilir. Pozitif sonug, notr bilesik Asetil metil karbinoliin olusumunu gosteren kirmizi

rengin ortaya ¢ikmasiyla meydana gelir.

Simmons Sitrat Testi: Yeni izole edilen bakteriler Simmons sitrat egimli agar {izerine
konmus ve 37°C'de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Mavi renk tonunun varligi,

bakterilerin glikozu sitrata dontistiirmede basarili oldugunu gosterir.
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3.8 Bakteriyel Tamimlama icin VITEK-2 Sistemi

VITEK-2 tasinabilir bir tanimlama sistemidir. Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerin
izolasyonu, VITEK kart tabanli biyokimyasal testlerin belirli bir diizenine
dayanmaktadir. Bakteri izolatlariin BHI ve MacConkey agar iizerinde alt kiiltiire
alinmas1 c¢ok fazla is gerektirir. Tiim test kartlar1 mekanik olarak bir siispansiyonla
doldurulduktan sonra, bir test tiipiine bir bakteri ¢dzeltisi olacak sekilde yerlestirilir ve
kaset kapatilir. Cihaz vakumla doldurulup, sicaklik 35,5 santigrat dereceye ayarlandiktan
sonra yeni bir optik okuma baglig1 kullanilarak her 15 dakikada bir otomatik olarak bir
kolorimetrik Olgiim alinir. Verilerin analizi i¢in 6-8 saatlik inkiibasyondan sonra
(maksimum inkiibasyon siiresi 10 saattir) kinetik modda organizma tanimlamasina izin

veren VITEK® 2 veritabani versiyon 4,01 kullanilmistir (Aslanzadeh 2006).

3.9 Genotipleme Deneyi (Genomik DNA Ekstraksiyonu)

3.9.1 Tam kandan genomik DNA ekstraksiyonu

Teknik, tretici tarafindan belirtildigi sekilde Promega/USA ReliPrep TM Blood Gdna

Miniprep ekipmani kullanilarak gergeklestirilmistir:

Kan 6rneklerini toplamak icin EDTA'l1 tiipler kullanilmistir.

e Kan donmussa, 1,5 mL'lik bir mikro santrifijj tiiptinde Proteinaz K (PK) ¢ozeltisi (20
plL) ile karistirilmadan once 15 dakika ¢6ziilmesine izin verildi

e Herbirnumuneye RBC Lizis Tamponu (RLB) (200 uL) eklenmis ve en az 15sn olmak
lizere birkag saniye vorteks ile karistirilmigtir.

e Agin yiiklemeyi, tiipler i¢in 56°C su banyosunda 12 dakikalik bir inkiibasyon siiresi
izlemistir.

e ReliPrep TM Baglama Kolonu tiipii, numuneler inkiibe edilirken bir toplama tiipiine
yerlestirilmelidir.

e 15 saniye sonra tiipleri vorteks karistiricidan alin ve kapaklarini kapatin, ardindan 250

pL baglama tamponu (BBA) eklenir.
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e Tiplerin igeriginde koyu yesil bir renk meydana gelebilir.

e Daha sonra Eppendorf tiipline bos bir ReliPrep TM Baglama Kolonu yerlestirilir.

e ReliPrep TM Baglama Kolonunu igeren toplama tiipliniin  igerigini
mikrosantrifiijlenir.

e Ardindan 3 dakika boyunca 13,000-16,000 rpm'de santrifiijlenir ve lizatin membranin
iistiinde goriinmediginden ve membranin i¢cinden tamamen gegtiginden emin olunur.
Gerekli oldugu durumlarda Adim 10 tekrarlanmalidir.

e Toplama tiipiinde tehlikeli maddeler bulunmaktadir ve bunlarin atilmas gerekir.

e Yeni bir toplama tiipii alinarak baglayici kolon i¢ine konur. Ek olarak, 300 L kolon
yikama soliisyonu (CWD) eklenir ve elde edilen atik atilmadan 6nce kolon 12000
rpm'de 5 dakika santrifiij edilir.

e Kolon yikama solisyonunda heme varligmni goriiliirse, PCR cihazinda Etiket
Polimerazin devre dis1 birakilmadigindan emin olmak i¢in 12. adim tekrarlanir.

e Kolon temiz bir 1,5 mikro santrifiij tiipiine aktardiktan sonra 80 pL niikleaz icermeyen
su eklenir ve 12,000 rpm'de 2 dakika santrifiijlenir.

e PCR ile ilgili olasi sorunlari en aza indirmek i¢in tiim 6rnekler {i¢ hafta boyunca -10

ve -20 santigrat derece arasinda dondurulmustur.

3.9.2 Dis yikama ile genomik DNA ekstraksiyonu

e Her bir numune i¢in 1000 pL dis yikamast 5 dakika boyunca 8000 rpm santrifiij
islemine tabi tutulmus, siipernatant bosaltilmig, kalintt 20 pL Proteinaz K (PK)
soliisyonu iceren 1,5 mL'lik bir mikro santrifiij tiipiine aktarilmistir.

e Agin ylikleme i¢in 15 dakika boyunca 56°C su banyosunda birakilmaistir.

e Numuneler inkiibe edildikten sonra ReliPrep TM Baglama Kolonu tiipiiniin igerigi
temiz bir toplama tiipiine aktarilir.

e Numuneler su banyosundan ¢ikarilir, 250 pL Baglama Tamponu (BBA) eklenir ve
tiipler kapatilmadan 6nce 15 saniye vortekslenir.

e Tiplerin igeriginin koyu yesil oldugu gézlemlenir.

e ReliPrep TM Baglama Kolonu bosaldiginda, Eppendorf tiipiiniin igerigi buna eklenir.
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e Toplama tiipiine yerlestirilmis bir ReliPrep TM Baglama Kolonunu dondiirmek igin
bir mikrosantrifiij kullanilir

e Ardindan, dakikada 13,000-16,000 devirde ti¢ dakika boyunca santrifiijde dondiirtiliir.
Ardindan, lizatin membran boyunca yayildigindan ve artik {istte durmadigindan emin
olunmasi gerekir. Nesne hala goriilebiliyorsa, 10. adim gecilmelidir.

e Toplama tiipiinde atilmas1 gereken tehlikeli maddeler uzaklastirilmalidir.

e Yeni bir toplama tiipii alin ve baglayici kolonu igine konur. Ek olarak, 300 puL kolon
yikama ¢ozeltisi (CWD) eklenir ve elde edilen atik atilmadan 6nce kolon 12,000
rpm'de 5 dakika santrifiij edilir.

e Kolon yikama soliisyonu mevcutsa, dis hekiminin dis yikamasindan kalan heme
kalintisinin PCR'in Tag Polimerazini devre dis1 birakma olasiligini ortadan kaldirmak
i¢cin 12. adim tekrarlanir.

e Kolona 80 pL niikleaz icermeyen su eklenir, temiz bir 1,5 mL mikro santrifiij tiipline
yerlestirilir ve 12,000 rpm'de 2 dakika dondiirtiliir.

e PCR sorunlarinin giderilmesindeki olasi zorluklar1 asmak igin tiim 6rnekler -10 ile -

20°C'de ti¢ hafta siireyle dondurulur.

3.9.3 DNA konsantrasyonunun ve safliginin tahmini

Nano drop yardimiyla, ekstrakte edilen DNA'nin 2,5 pl'si makineye yerlestirerek
numunelerin DNA konsantrasyonunu ng/L cinsinden ve protein kontaminasyonunun
varligint ortaya koyan 260/280 nm optik yogunluk (OD) oranini gozlemleyerek
numunelerin saflig1 tespit edelir. DNA saflastirmasi i¢in 260/280 nm oranmin 1,7-1,9

olmas1 optimal olarak kabul edilmistir.

3.9.4 Reaksiyon karisimi

Cizelge 3.8'de IL-10 polimorfizmini DNA amplifikasyonu ile tanimlamak yapilan
asamalar gosterilmistir; bu adimlar her bir seyreltilmis primerden 1,5 puL eklendikten

sonra 25 pL reaksiyon karisiminin son hacminde gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.8 1L-10 genindeki gen polimorfizmi ve S. mutans i¢in PCR reaksiyon
karisiminin igerigi

No | Reaksiyon karisimi bilesenleri Hacim pL
1 | PCR On Karisimi 12
2 | Dis ileri primer 1,5
3 | D1s ters primer 15
4 | Hasta DNA sablonu 2
5 | Niikleaz icermeyen Su (Promega) 8
Toplam hacim 25

3.9.5 Termal dongii kosullar

PCR reaksiyonu Cizelge 3.9 ve Cizelge 3.10'da gosterildigi gibidir.

Cizelge 3.9 S. mutans genine yonelik spesifik primerler i¢in termal dongii kosullar

S. mutans genine yonelik spesifik primerler

Adim Sicaklik (°C) Zaman Dongii
ilk Denatiirasyon 95 3 dk 1
Denatiirasyon 95 40 sn

Tavlama 56 40 sn 30
Eklenti 72 40 sn

Son Uzatma 72 3dk 1
Tutma 4 o 4

Cizelge 3.10 IL-10'a yonelik spesifik primerler i¢in termal dongii kosullari

IL-10

Adim Sicaklik (°C) Zaman (sn). Dongii
ilk Denatiirasyon 95 3 dk 1
Denatiirasyon 95 40 sn

Tavlama 47 40 sn 30
Eklenti 72 40 sn

Son uzatma 72 3dk 1
Tutma 4 a 4
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3.9.6 1L-10 genotipinin giivencesi

IL-10 SNP genotiplerini (NCBI SNP CLUSTER ID: rs1800871, rs1800872) arastirmak
icin Govatati et al. (2012) tarafindan daha 6nce belirlenen standartlara gére polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ve sekanslama arastirmasi kullanilmistir. PCR’ler, 50 ng
genomik DNA, her primerden 2 ile 6 pmol, 12 uL Master karisim1 (Promega Co.) iceren
25 pL’lik tam bir hacimde gergeklestirilmistir. PCR gelistirme, programlanabilir bir sicak
dongiileyici agili PCR ¢ergevesinde (Labnet USA) gerceklestirilmistir. Toplamda 35
dongii PCR amplifikasyonu gerceklestirilmistir (94°C’de 1 dakika denatiirasyon, 47°C’de
1 dakika giiclendirme, 72°C’de 40 saniye genisleme ve 72°C’de 3 dakika son
amplifikasyon). 588 bp PCR {iriinii, etidyum bromiirle boyanmis %1,5 agaroz jel iizerinde

elektroforeze tabi tutulmus ve ardindan dizilenmistir (Macrogen, Kore).

3.9.7 Amplifikasyon iiriinlerinin tespiti icin agaroz jel elektroforezi

PCR amplifikasyon iiriinleri, etidyum bromiir ile boyanmis %1,5 agaroz jel {lizerinde
elektroforez ayristirmasindan gegirilmistir. 1,5 g agaroz tozunu 100 mL 1X TBE tamponu
(pH:8) icinde bir sisede ¢ozdiikten sonra karistm mikrodalgada 2 dakika isitarak, 50
santigrat dereceye kadar sogumaya birakilir ve ardindan jele yaklagik 1,2 pL etidyum

bromiir boya konsantrasyonu (0,5 mg/mL) eklenir.

3.10 Molekiiler Calisma

3.10.1 S. mutans'in genomik DNA ekstraksiyonu

e Genomik DNA ekstraksiyonu bir (Genomik DNA Promega kiti) kullanilarak
gerceklestirilmis olup DNA izolasyonu siireci asagidaki sekilde 6zetlenmistir:

¢ Bir kiiltiirden saf bakteri kolonisi izole edilmistir (37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir).

e Canli bakteriler 200 pL Hiicre lizis tamponu ile 1,5 mL Eppendorf tiipiine yerlestirildi
ve 60°C'de en az 10 dakika inkiibe edilmeden 6nce tiip 6 saniye boyunca siddetli bir
sekilde calkalanarak karistirildi.
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Mikro santrifiij tiipii 6rnekleri 20 pL Proteinaz K ve vorteks karistirict ile muamele
edildikten sonra 56 °C'deki su banyosunda 15 dakika inkiibe edilmistir.

Hiicre lizat1 daha sonra test tiipleri ii¢ ila alt1 kez ters ¢evrilerek RNaz Soliisyonu (0,6
ul) ile karistirildi,

Ormek 37°C'de 10-15 dakika inkiibe edildikten sonra oda sicakligina sogutuldu.
Tiipler 14,000 rpm'de 10 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatantin tamami
atilmastir.

DNA igeren siipernatana 400 puL %100 etanol veya 200 L izopropanol ekledikten
sonra her tiipii 15 saniye boyunca kuvvetlice ¢alkalandi.

Karisimi GD kolon tiipiine aktardik, 2 dakika santrifiij ettik ve ardindan tehlikeli atig
toplama tiipline bosaltild1.

GD kolon i¢in yedek toplama tiipti Alkol 2 mL, oda sicakliginda, ugucu, dehidre olana
ve tliplin tabaninda zar zor algilanabilir beyaz bir madde goriilene kadar.

Yikama prosediirine baslamak igin, 6nce her GD kolon tiiptini (300 pL) W1
tamponuyla doldurduk, 1200 rpm'de 10 dakika santrifiij ettik ve akan suyu attik

Her GD kolon tiiptine (500 pL) W2 tamponu eklendikten ve 1200 rpm'de 10 dakika
santrifiij edildikten sonra akis suyu atilmstir.

Saf DNA, kurutulmus GD kolon tiipleri 1,5 mL'lik bir Eppendorf tiipiine
yerlestirilerek ve niikleaz igermeyen su (80-100 pL) veya eliisyon tamponu (100 pL)
eklenerek eliie edilmistir. Eliisyon tamponunun emilmesini saglamak icin 5 dakika
bekledikten sonra tiipler 1400 rpm'de 3 dakika santrifiij edilir.

DNA, daha sonra kullanilmak tizere veya PCR analizi yapilana kadar -20°C'de

dondurulmustur.

3.10.2 Primer tasarimi

Bu arastirmada, S. mutans'in molekiiler tanimlanmasi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu

yiiriitmek {izere ii¢ 6zel tasarlanmus primer kullanilmistir. Tk amplifikasyon, D49430.1

referans susundan dexA geninin kismi bir dizisini iireterek, NCBI gen bankasindaki hedef

genin grafiksel konumunu dogrulanmistir. Daha sonra, Cp050273.1 referans susu igin

HB750 04715 geninin kismi dizisini c¢ogaltmak i¢in ikinci bir primer ¢ifti

olusturulmustur.
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3.10.3 PCR amplikonlarmin DNA dizilemesi

PCR amplikonlarinin ¢oziniirliigi i¢in sekanslama yapilmistir (Macrogen Inc. Seul,
Giiney Kore). Ek acgiklama ve varyanslarin PCR veya dizileme artefaktlarinin sonucu
olma olasiligmi ortadan kaldirmak i¢in, ABI dizi dosyalarindan yalnizca temiz
kromatogramlar degerlendirilmistir. Geri kazanilan PCR pargalarinin sanal konumlarini
ve diger ozelliklerini belirlemek i¢in, yerel bakteri 6rneklerinin gézlenen DNA dizileri,

NCBI Blast motorunun alinan bitisik DNA dizileri ile karsilastirilmistir.

3.10.4 Dizileme verilerinin yorumlanmasi

Coklu hizalama i¢in BioEdit Dizi Tabanli Editor Yazilimi Siiriim 7.1 yardimuyla, cesitli
orneklerden elde edilen PCR f{irlinlerinin dizileme sonuglar1 diizenlenip hizalandiktan
sonra ve referans veri tabaninda (DNASTAR, Madison, WI, ABD) karsilik gelen dizilerle
karsilastirilarak degerlendirilmistir. Ek olarak, PCR amplikonlar1 ve bunlara karsilik
gelen genomik konumlar, Genius primer yazilimi kullanilarak dizilenen her Grnekte

gozlenen degisikliklere gore numaralandirilmistir.

3.10.5 SNP'lerin yeniliginin kontrol edilmesi

Tespit edilen SNP'lerin benzersizligi dbSNP veri tabanina girilerek dogrulanmistir. Her
SNP daha sonra referans genomdaki uygun konumuna yerlestirilmistir. Uygun dbSNP
bolgesinin goriintiilenmesi, daha oOnce tespit edilmemis bir SNP'nin mevcut olup
olmadigini tespit etmemizi saglayarak bundan sonra, bulabildigimiz her bir SNP i¢in her

bir dbSNP konumunun kaydedilmesini saglamistir.

3.10.6 Filogeni agaci

S. mutans sekans verileri Mega6 programina aktarilmistir. Evrimsel bir aga¢ veya filogeni

olusturulmustur.
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3.11 istatistiksel Analiz

SNP'lerin ger¢ek ve tahmin edilen frekanslart karsilagtirilarak, Hardy-Weinberg
Dengesi'nden (HWE) sap1p sapmadiklarini belirlemek i¢in bir Ki-kare testi kullanilmistir.
Cesitli genotipler ile CI arasindaki baglantiy1 belirlemek i¢in odds oranlar1 (OR) ve %95
giiven araliklar1 hesaplanmustir. Istatistiksel anlamlilik icin SPSS siir degeri <0,05 olarak

belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Geleneksel Tammmlama: S. mutans'in Fenotipik ve Biyokimyasal

Tanimlamasi

S. mutans'in izolasyonu ve tanimlamasi i¢in 60 adet dis ¢iiriigli 6rnegi kullanildi; bu
ornekler, Streptococcus ve diger oral mikroskobik organizmalarin biiylimesini
destekleyen segici besiyeri Mitis Salivarius Agar'da ve yiiksek konsantrasyonda
antibiyotik bacitracin igeren segici besiyeri Mitis Salivarius Basitrasin Agar'da

asilanmustir.

S. mutans ve S. sobriuns hari¢ ¢ogu bakterinin biiyliimesi inhibe edilerek; S. mutans
bakterisinden 20 ayrisma elde edilmistir. MSA ortamindaki ayrilmalar, 37°C'de 48 saatlik

anaerobik kulugkalamanin ardindan gelisir.

Kiiciik 0Olgekte yapilan mikroskobik inceleme, gram pozitif, yuvarlak sekilli
mikroorganizmalarin zincirlerini veya gruplarini belirler. Sekild 4.1°de ¢okelme tonunun
maviden kirmiziya kaymasi, MSBA'min odak noktasinda olusturma simirlarinin
birbirinden 1 mm boyunca ayrildigini ve %10 TTC ve %4 mannitol ile hizli sonug i¢in
olumlu sonuclar verdigini gosterir. Biyokimyasal testlerle gosterilen gelisimdeki baglant:

kesintileri Cizelge 4.1'de listelenmistir.

Cizelge 4.1 S. mutans'in biyokimyasal test sonuglari

Temel Ozellikler Ozellikler (Streptococcus mutans)
Kapsiil (-ve)
Katalaz (-ve)

Gazlar (-ve)

HzOz (-VE)
Hemoliz Alfa —Beta Hemoliz
Metil kirmizisi (-ve)
Hareketlilik Hareketsiz

OF (Oksidatif-Fermentatif) Fakiiltatif anaeroblar
Oksidaz (-ve)

Sekil Kok

Spor Spor yapmayan
Voges Proskauer (+ve)
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Cizelge 4.1 S. mutans'in biyokimyasal test sonuglar1 (Devam)

Temel Ozellikler | Ozellikler (Streptococcus mutans)
Fermantasyonu

Adonitol (-ve)
Arabinoz (-ve)
Arbutin (+ve)
Basitrasin Dayanikli
Safra eskalin (+ve)
Selobiyoz (+ve)
DNAz (-ve)
Galaktoz (+ve)
Jelatin hidrolizi (-ve)
Glikoz (+ve)
Gliserol (-ve)
Pigment iiriini Degisken

Pozitif (+ve) ve Negatif (-ve)

4.2 Mutans Streptokoklarin izolasyonu

Mutans streptokoklar i¢in secici besiyeri olarak mitis salivarius agarda kiiltiir yontemi,
bir¢ok Streptococcus mutans kolonisi oldugunu ortaya ¢ikarmistir, bu koloniler 6zel
koloni morfolojisi, piiriizlii, koyu mavi renk ile karakterize edilmistir. Bakterinin sadece
clirik aktif bolgelerden izole edildigi bildirilirken, S. mutans hem aktif hem de ¢iiriik

olmayan bdlgelerden izole edilmistir.

MSB iizerinde 55 hastadan (10 ile 55 yas aras1) 38 bakteri kolonisi geri kazanilmistir.
Mutans streptokoklart sinirlandirmak icin il morfolojisine bagli olarak 10 koloni

secilmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 Mitis salivarius agar plakasindaki Streptococcus mutans'm koloni morfolojisi.
A-tek koloni, B ve C ¢izgi olusturma kiiltlir yontemleri ve biiylime

4.3 S. mutans'in Molekiiler Tanimlanmasi

4.3.1 Spesifik primer tasarlama konumu

D49430.1 referans susu, bagka hicbir bakteride bulunmayan S. mutans't ¢cogaltmak iizere
spesifik primer cifti tasarlamak icin secilmistir. Tasarlanan primer c¢iftinin yeri,
16rDNA'da 1169 ve 1773 arasindaki bolgede meydana gelen dexA geninin kismi
dizisinin amplikon bolgesidir (Sekil 4.2).
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Streptococcus mutans dexA gene for dextranase, comg

GenBank: D49430.1
GenBank FASTA

1 1200 [400 500 1200 !pr( 1,200 1,400 |1,600_ g&).800 2K 12,

& = pa94z0.1 ~ | Find: I UI@%]Q%QE"l

|1.300 |1.408 |1588 |LE28 |1.708

d=~s H

=

=olz]dexa | ECEEEEEE
Gene: dexA
Location: 322..2,874
Length: 2,553 nt i i

[Positional Info) e
D49430.1 position: 1,320
Gene position: 999 e el

RBS Features e ey

—10_signal Features

—-35_signal Features

Links & Tools b
BLAST nr: D49430.1 (322..2,874)

D49430.1: 953..2.5K [1,514 FASTA record: D49430.1 (322..2,874)

GenBank record: D49430.1 (322..2,874) |

|1k |L.180 |1800 |1.7a8 |L800

Sekil 4.2 S. mutans dexA geninin kismi dizisinin amplikon bdlgesi

4.3.2 Silico PCR ile giiclendirilmis dexA geninin kismi dizisi

D49430.1 referans susu, dexA geninin kismi dizisini hedefleyen spesifik primer ¢iftinin
tasarlanmas igin kullanilmistir. In silico PCR sonucu S. mutans igin 614bp gdstermistir.
Ileri ve geri primerlerin konumu ve dizisi ile dexA gen amplikonunun kismi dizisinin ve

primer ciftinin yan bolgesinin grafik dizisi Sekil 4.3'te gosterilmistir.

>D49430.1:1160-1780 Streptococcus mutans dexA gene for dextranase, complete cds
GGAGCCATTCGCAGGTTGAAACAGATGCTGTTAAAGCCTTIGGTCAATCGTGTCCATCA
AACTGGCGCTGTTGCCATGCTCTATAATATGATTITTAGCACAGAATGCTAATGAAACGG
CTGTTTTACCAGATACTGAGTACATCTATAATTATGAGACTGGTGGTTATGGTCAAAAT
GGTCAGGTCATGACTTACTCTATTGATGATAAGCCACTGCAATATTATTACAATCCTTT
GAGTAAAAGTTGGCAAAATTATATTTICTAATGCCATGGCTCAAGCTATGAAAACTGGC
GGTTTTGATGGCTGGCAGGGAGATACAATTGGAGATAATCGTGTTCTTTCCCATAATCA
AAAGGACAGTCGAGATATTGCTCATTCCTTTATGTTATCTGATGTCTATGCTGAATTTICT
CAATAAAATGAAGGAAAAACTGCCTCAGTATTATTITAACACTCAATGATGTTAATGGTG
AAAATATCAGCAAACTCGCCAACAGCAAACAAGATGTGATTTACAATGAATTATGGCC
TTTTGGAACTTCAGCTTTGGGGAACCGTCCCCAAGAAAGTTATGGTGACTTGAAAGCT
CGTGTTGATCAAGTTICGCCAAGCGACAGGGAAAT

Sekil 4.3 Spesifik primer ile amplifiye edilen dexA geni amplikonunun grafik dizisi
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4.3.3 dexA geninin hedeflenen dizisinin PCR"1

Spesifik primer ¢ifti, fenotipik ve biyokimyasal testlerle S. mutans olarak onceden
tanimlanmis 7 koloninin dexA geninin kismi dizisini basariyla c¢ogaltmistir.

Amplifikasyon 614bp biiyiikliigiinde PCR band1 gostermistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4 S. mutans'in dexA geninin amplifikasyon kismi dizisinin PCR {irlinleri

4.3.4 S. mutans konformasyonunu belirlemek icin dizi caliymasi

Amplifiye edilen S. mutans izolatlarindan olan PCR {iriinii (WAHEEDA 1 ve 10) rastgele
secilmistir. Macrogen Inc. dizileme i¢in toplamda yaklasik 18 PCR iiriinii Seul, Kore'den
almistir. Alinan on diziden dokuzunda basari saglanmistir. Bu arastirmada kullanilan S.
mutans izolatlarina yazarlarin tercihlerine gore WAHEEDA ad1 verilmistir. izolatlar icin
dokuz sekans ¢izelgesi, baglantiya dayali olarak genbank'ta depolanan referans
sekanslarla hizalanmistir, NCBI raporunun sonuglari, CP01323.1, CP033199.1 ve
LR13432.1 erisim numaralarina sahip birgok referans S. mutans susu ile %99,35 -%99,15
0zdeslik yiizdesi Sekil 4.5°te gosterilmistir.
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Query E Per.

Desciption cove: lvanie: | -usent Acc.vLen Accession

w v > g
Streplococcus mutans strain FDAARGOS 685 chromosome 100% 0.0 99.35% 2054143 CP050962 1
Streptococcus mutans strain P1 chromosome, complete genome 100% 0.0 99.35% 2085371 CP050273.1
Streptococcus mutans strain P6 chromosome, complete genome 100% 0.0 99.35% 2085254 CP 721
Streptococcus mutans strain S1 chromosome, complete genome 100% 0.0 99.35% 2080705 CP050271.1
Streptococcus mutans strain S4 chromosome, complete genome 100% 0.0 99.35% 2085365 CP050270.1

Streptococcus mutans strain 35 translation elongation factor ts. t 100% 0.0 99.35% 62987 MK1442931

Streptococcus mutans NBRC 13955 DNA complete genome 100% 0.0 99.35% 2018796 AP019720.1

Streptococcus mutans strain NCTC10449 genome assembly ch 100% 0.0 99.35% 2019343 483349 1
Streptococcus mutans strain LARO1 chromosome, complete gen 100% 0.0 99.35% 2088369 CP023477.1

Streptococcus mutans strain FDAARGOS 1458 chromosome c¢ 100% 0.0 99.35% 2019345 CP077404 1
Streptococcus mutans strain 27-3 chromosome, complete genor 100% 00 99.35% 1978522 CP066294.2

CECHCECECNCNCNCNCNCNCNC NN Ne

Streptococcus mutans GS-5 _complete genome 100% 0.0 99.35% 2027088 CP003686.1
Streptococcus mutans NN2025 DNA, complete genome 100% 0.0 99.35% 2013587 AP010655.1
Streptococcus mutans LJ23 DNA, _complete genome 100% 00 99.13% 2015626 AP012336.1
Streptococcus mutans strain ATCC 25175 dextranase gene, conr 100% 0.0 99.13% 2553 HQ7118521

Streptococcus mutans dexA gene for dextranase _complete cds 100% 00 99.13% 3747 D49430.1

Sekil 4.5 S. mutans izolat dizisi ile Blast programi kullanilarak NCBI raporunun
sonuglari

4.3.5 Sekans sonuglarina dayah olarak S. mutans genotiplemesi

BioEdit'e dayali olarak S. mutans'in dokuz dexA gen dizisinin genotiplendirilmesi: Dokuz
S. mutans susu Suh.Weh. 1-9 rastgele se¢ilmistir ve dizi varyasyonu gostermelerine
ragmen, hepsi BioEid 2,7'ye dayali bir ¢oklu hizalama kullanilarak S. mutans referans
suslartyla (CP01323.1, CP033199.1, LR13432.1, CP033744.1 ve AP014612.1 erigimleri)
oldukca Ozdestir. BioEdit'e dayali olarak S. mutans'n dokuz dexA gen dizisinin
CP044221.1 referans susu ile hizalanmasinin sonucu, S. mutans ic¢inde bes genotip
gostermistir, bunlar sirasiyla tip 1 sus 1 ve 4, tip 2 sus 3,7 ve 9, tip 3,4,5 sus 2,5 ve 8'l
icermektedir, Sekil 4.6. Bu tipler S. mutans'ta mevcut birgok tip ile uyumludur. S.
mutans'in genetik ¢esitliligi, rastgele primerler kullanan PCR (AP-PCR) (Mitchell et al.
2009), rastgele ¢ogalan polimorfik DNA (RAPD) (Redmo Emanuelsson et al. 2003) gibi
cesitli genotipleme yoOntemleri kullanilarak c¢esitli caligmalarda arastirilmastir.

Dizilemenin artik herhangi bir organizmanin genotiplendirilmesi i¢in en 1yi teknoloji
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olduguna, maliyet ve dogruluk agisindan RAPD-PCR ve RFLP'yi geride biraktigina

inanilmaktadir.

K1
S.mutans CP044221.1 dexA gene:
S.mutans dexA Suh.Weh.strain 1
S.mutans dexA Suh.Weh.strain 2
S.mutans dexA Suh.Weh.strain 3
S.mutans dexA Suh.Weh.strain 4
S.mutans dexA Suh.Weh.strain 5
S.mutans dexA Suh.Weh.strain 6
S.mutans dexA Suh.Weh.strain 7
S.mutans dexA Suh.Weh.strain 8
S.mutans dexA Suh.Weh.strain 9

50 140 240 440
ATTTTAGCA AGGTCATGAC GAAAAATG ACTCGCCAZ

CRa R s e e S 2...
'-G 000000000 T nnnnn LR o 08000800800
e G R R ...
S C PR A IO 0 SEPEREEEEE
............. Pecoon nnnnsons sanasses

Sekil 4.6 BioEdit yazilimina dayali olarak dokuz S. mutans'in genotiplenmesi

S. mutans'in dokuz dizili dexA geninin kromatogramlara dayali olarak Geneious primer

yazilimi ile ¢oklu hizalanmasi: Geneious prime yazilimina dayali ¢oklu hizalamalarin

sonuglar, 9 S. mutans susunda mikro-

evrimselligin olduk¢a keskin bir goriiniimiinii

gostermistir. S. mutans, genotip 1'de dokuz sustan 3'liniin timin'den guanin'e heterozigot

mutasyon gosterdigini, genotip 2'de 3 susun sitozin'den timin'e (C>T) mutasyon

gecirdigini, genotip 3'te ise dokuz sustan

6'sinin mutant oldugunu gostermistir, adeninden

sitozine (A>C) homozigot ve heterozigot mutant alel, genotip 4 ise dort susta mutasyon

gosterirken, sus 1’de homozigot, digerlerinde ise sitozinden timine (C>T) heterozigot

mutasyon goriilmiistiir (Sekil 4.7).
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VarianthG | I Variant2 C>T ” Variant 3 A>C || Variant4 C>T |
| E———

lg l .‘?3 &
Consensus :L— AT G G
Identity e —Faa [

S.mutansstrains Suh.Weh 1 M \/\ |

TATGATTTTASGTICATGAC AAAAATGG-TCGEICAA!

S.mutansstrains Suh.Weh 2 MA&E\/XI\EMMAA
TATGATET 125G TEATGAC

S.mutansstrains Suh.-Weh3 _\a/l \f\ \ Y /
TATGATTTTASGTCATGAC AAAAATGG-TCGCCAA!
S.mutansstrains Suh.Weh 4 Vi \ f N iyl

AAAAATGG-TCGCCAA!

TATGATTTTASGTCATGAC AAAAATGG-TCGEICAA!
S.mutansstrains Suh.Weh 5 A \/,\L i
\ ¥ V) J
. Lo N

TATGATET TASGTCATGAC AAAAATGG-TCGCCAA!Y
— ~ ~ .

AA AN \

/\ A \/l /\

TATGATTT 1456 ATGAC AAAAATGG-TCGCCAA!

S.mutansstrains Suh.Weh7 i, AN \[ ‘\ i

S.mutansstrains Suh.Weh 6

S.mutansstrains Suh.Weh 8 M[M M/}m

S.mutansstrains Suh.Weh 9 XY VY¥A
G-TCGCCAA!

TATGATTTTASGTCATGAC AAAAATG
‘

Sekil 4.7 Geneious prime yazilimina dayali olarak S. mutans'in genotiplenmesi
tarafindan gergeklestirilen hizalama

S. mutans'in ¢evirimi¢i ve MEGA 6 yazilimma dayali filogeni agaci: S. mutans
izolatlarimin sekiz ve dokuz dizisi, ilk ¢evrimigi olarak (Sekil 4.8) (A) ve ikinci olarak
MEGA 6 yazilimi (Sekil 4.8) (B) ile filogeni agaci olusturuldu, yakin iligkili bakteri
dizilerini kullanarak, iki amaca hizmet eden bir filogenetik aga¢ meydana gelmistir.
Bunlardan birincisi, primer ¢iftlerimizin S. mutans icin spesifik oldugunu ve diger
Streptococcus spp. mutans igin spesifik oldugunu dogrularken; ikincisi S. mutans 1 ve
9'un CP01323.1, CP033199.1, LR13432.1, numaralarina sahip referans S. mutans
suslarindan kaynaklandigini gostermistir (Sekil 4.8).

38



’ 2 Streptococcus troglodytae(AP014612.1)
T ? Streptococcus mutans UATS9(AE014133.2)

'TStreptococcus mutans(CP013237.1)
?Streptococcus mutans(CP021318.1)

- Streptococcus mutans dexA Suh.Weh.strain 1

'-]/' Streptococcus mutans(LR134320.1)

10.009 | 9
| |

2 Streptococcus mutans(D49430.1)

2 Streptococcus mutans(CP033199.1)

Sekil 4.8 1Suh.Wed susu 1 ile gen bankasi hizasinda saklanan 7 referans Streptococcus
mutans susunun ¢evrimi¢i filogeni agact

Mega 6 yazilimina dayali 9 S. mutans susunun dexA gen dizisinin filogeni agaci: S.
mutans dexA gen dizisinin Mega 6 yazilimina dayali olarak olusturulmasi sonucunda,
tiim suslarin birbirine kapali oldugu goriilmiistiir. Bu sonug, tiim suslarin tek bir biyolojik
tinite olarak, S. pneumoniae'nin farkli tiirler olarak aga¢ kokii temsilcisiyle

karsilastirildiginda agiklamaktadir (Sekil 4.9).
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S.mutans dexA Suh.Weh.strain 3
S.mutans dexA Suh.Weh.strain 9
S.mutans CP044221.1 dexA gene:
S.mutans dexA Suh.Weh.strain 8
S.mutans dexA Suh.Weh.strain 1
S.mutans dexA Suh.Weh.strain 4

S.mutans dexA Suh.Weh.strain 2

S.mutans dexA Suh.Weh.strain 5

- S.mutans dexA Suh.Weh.strain 7

- S.mutans dexA Suh.Weh.strain 6

S. pneumoniae KB371854.1

Sekil 4.9 S. mutans CP044221.1 referans susu ve S. pneumoniae KB371854.1 ile agag
kokii ile dexA gen hizalamasinin Mega 6 UPGM ile filogeni agacinin
olusturulmasi

4.4 HB750_04715 Genine Dayah S. mutans Suslarinin Genotiplendirilmesi

4.4.1 Spesifik primer PAR''!n HB750_04715 geni iizerindeki yeri

S. mutans'in tiim genomunda arama yaparken, bulunan benzersiz sekans i¢cin Cp050273.1
referans susu secilmistir ve ilgilenilen klinik 6rneklerde S. mutans susunu genotiplemek
icin bagka bir spesifik primer tasarlanmistir. Daha sonra, tasarlanan grafik dizisinin
HB750 04715 geninde yer aldig1 belirlenmistir, bu dizi ileri ve geri primer bolgelerini
temsil eden 931677-932091 bolgeleri arasinda yer almaktadir (Sekil 4.11).
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Streptococcus mutans strain P1 chromosome, cor

GenBank: CP050273.1
GenBank FASTA

I; [00K |200K |[300K |400K [SOOK |S00K [700K  |S800K IJ p™M px
|9 & cpo50273.1 ~ |[Find: | [~ D e—AF—a me=

31,600 |931.800 |931,908

HB750_84715

- QIRG3856.1 -

ent for q[=](0)[2] HB750_04715

Gene: HB750_04715 —

Location: complement(929,808..934,172) | =< —

(U) BLAST Results f Length: 4,365 nt i (0]
[ Positional Info) =
CP050273.1 position: 932,036 EXT

[931.600 |931.700 Gene position: 2,137 |932.180
CP050273.1: 932K..933K] 1 inke £ Tanlc ]

Sekil 4.10 S. mutans kromozomu iizerinde 931677-932091 arasindaki bolgede secilen
amplikon bolgesini ¢gogaltmak i¢in tasarlanan primer ¢ifti bolgesi

4.4.2 HB750_04715'in siliko PCR ile cogaltilmis kismi dizisi

Referans sus CP050273.1, HB750 04715 geninin kismi dizisini hedefleyen spesifik
primer ¢iftini tasarlamak i¢in kullanilmustir. in silico PCR sonucu S. mutans igin 415bp
gostermigtir. Ileri ve geri primerlerin konumu ve dizisi ile HB750 04715 gen
amplikonunun kismi dizisinin ve primer ¢iftinin yan bdlgesinin grafik dizisi Sekil 4.11'de

gosterilmistir.
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A whole genomic sequence of Streptococcus mutans strain P1
GenBank: CP050273.1

GenBank Graphics
>CP050273.1:931665-932100 Chromosomal DNA sequence of Streptococcus

mutans, Type Strain P1
GGCCGTGCTAGCCGCAACGCGAACATCTTGATCAGCGGCAGCGCCTA
CTGGAACCCAGACACCTAAATAGCCAGAAACTTGAGGGTTGGCATAG
CCTTTAATATCAGCCGCTGTGAAGATCAATTCCCCTCTGTCATTGGTG
TAGCGCACCAAACCAGCCGCTTCTTGATCGGAATGATAAGCCTTGAT
ACCGTTATCTGTGGTCAAGAGTAAAGGTCGGTAAGCTTGGTTICTTATG
GGCTGCTCCCATATTGACAACCACGCGATCAGAAGCCTTCAAACGTA
AAGAAGGGTTATTGCCTTCAATCACGGCCACTCCTGAAGTCCGTGTG
GTGCGGTCCCCTGTATCCGTTGCTTTCAAAGCACCTTTACCATAGCGG
ACAGACGTAATGATTTCAGAATTGCCAACCTGTTGATTGCGCATGGCT
TGACCGCCT

Sekil 4.11 S. mutans kromozomu iizerinde 931677-932091 arasinda yer alan, spesifik
primer ¢ifti ile ¢ogaltilan amplikonun 11 grafik dizisi

443 PCR'a dayah S. mutans genotiplemesi

Spesifik primer ¢ifti, 415bp boyutunda benzersiz bant vererek S. mutans't diger bakteri
tiirlerinden basaril bir sekilde genotiplemistir (Sekil 4.12). 1-9 numara klinik drneklerin
(tiiktirik) dogrudan PCR''n1; 10-18 numarali o6rnekler S. mutans'n - DNA

ekstraksiyonundan sonra saf izolatlarinin PCR'in1 gostermektedir.

M123 456 78 910 1112 13 14 15 16 1718

415bp

s et e W ey Y e e g

Sekil 4.12 S. mutans'in tiplendirilmesi i¢in segilen genin amplifikasyon kismi dizisinin
PCR iiriinlerinin jel elektroforezi
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4.4.4 S. mutans'in yerel suslarinin genbank'ta depolanan referans suslarla cift

yonlii hizalanmasi

S. mutans'in yerel suslarinin ¢ift yonlii hizalanmasinin sonucu yiiksek 6zdeslik (%100),
E. degeri (0,0) ve yiiksek sorgu kapsami (%100) Sekil 4.13 te gdsterilmistir. Ug hizalama
parametresinin yiiksek degerleri (Kimlik %100; kapsama 100) % ve yiiksek E. degeri
0,0'a yakin oldugundan, bu hizalama kriterleri S. mutans't bagkalarin1 amplifiye etmek

i¢in tasarlanan primerin kesinligini dogrulamistir.

select all 100 sequences selected hics Distance tree of results EEMSA Vie
... Query| B Per.
Descn'p e Cover value Ident Acc.'L e Accession

v v v

Streptococcus mutans strain P1 chromosome, complete gen 100%  0.066 100.00% 2085371 CP050273.1
Streptococcus mutans strain P6 chromosome, complete gen 100%  0.066 100.00% 2085254 CP050272.1
Streptococcus mutans strain S1 chromosome, complete gen 100% 0.066 100.00% 2080705 CP050271.1
Streptococcus mutans strain S4 chromosome, complete gen 100% 0.066 100.00% 2085365 CP0502701
Streptococcus mutans strain NCH105 chromosome. comple! 100% 0.066 100.00% 2015393 CP0442211
Streptococcus mutans NBRC 13955 DNA _complete genoms 100%  0.066 100.00% 2018796 APQ197201
Streptococcys mutans strain LAB761 chromosome, complet 100%  0.066 100.00% 2076490 CP0331991
Streptococcys mutans strain NCTC10449 genome assembly 100%  0.066 100.00% 2019343 LS483349 1
Streptococcus mutans strain LARO1 chromosome, complete 100%  0.066 100.00% 2088369 CP023477.1
Streptococcus mutans strain NG8, complete genome 100% 0066 100.00% 1984441 CPQ13237.1
Streptococcus mutans strain FDAARGOS 1458 chromosom: 100%  0.066 100.00% 2019345 CPQ77404.1
Streptococcus mutans strain 27-3 chromosome, complete g¢ 100%  0.066 100.00% 1978522 CP066294 2
Streptococcus mutans LJ23 DNA, complete genome 100% 0066 100.00% 2015626 APQ123361
Streptococcus mutans 804SmS chromosome. complete gen 100%  0.066 100.00% 2011542 CP061071.1
Streptococcyus mutans NN2029 DNA, complete genome  100%  0.066 100.00% 2013587 AP010656.1

(B ECECNCE NN NN <<

Sekil 4.13 Yerel S. mutans susunun gen bankasinda depolanan referans suslarla ikili
olarak hizalanmasi

445 BioEdit'e dayah olarak S. mutans'in HB750_04715 geninin dokuz dizisinin

genotiplendirilmesi

Waheeda 1-8 S. mutans suslarindan elde edilen sekiz izolatin tiimii sekans farklilig:

gostermis, ancak CP050273.1 erisim numarali S. mutans referans suslariyla ytliksek
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diizeyde benzerlik gostererek daha hassas primer tasarimina olanak saglamistir. Coklu
hizalamalar i¢in BioEid 2,7 kullanilmistir. S. mutans'in sekiz dizi segici geninin
CP050273.1 referans susu ile BioEdit'e dayali olarak hizalanmasinin sonucu, S. mutans
icinde bes genotip gostermistir, bunlar sirasiyla tip 1 sus 1 ve 7, tip 2 sus 2 ve 6, tip 3 sus
5 ve 8, tip 4 ve 5 sus 3 ve 7'dir (Sekil 4.14). Bu tipler S. mutans'ta mevcut birgok tip ile

uyumludur.

“|||||||l|"'||'| |l'|l|l||

:ll 30 70 350
Streptococcus mutansCP050273.1 TCCGCTAT GACCGCAC! TGTCTGGGT
S.mutans WAKEEDA strain 1 vaanlesn G w e R e
S.mutans WAHEEDA Straln 2 3 |eseseses sssssccs sasasanns
S.mutans WAHEEDA 8trailn 3 @ |ceeeesee ssscsncs sas ; SO
S.mutans WAHEEDA strain 4 Pass o6osvses anum Tecaos
S.mutans WAHEEDA strain 5 @ |ceeeeees seoes R A Poioisaia
S.mutans WAKEEDA StralN © 3 |ceesesee ssosnace sosasanas
S.mutans WAHEEDA strain 7 BN O R Il - N e
S.mutans WAHEEDA strain 8 @ |ceceeeee soses . \[RARPAEE Pivuda

Sekil 4.14 BioEdit yazilimina dayali sekiz S. mutans susu ic¢in secici genin kismi
dizisinin ¢oklu hizalanmasi

4.4.6 S.mutans'in dokuz sekans HB750 04715 geninin Geneious prime

yazihmina dayah olarak genotiplendirilmesi

Streptococcus mutans susundaki polimorfizmin tespiti i¢in sekiz temsili S. mutans susu
secilmigtir. Waheeda 1-8 rastgele olusturulmus ve sekiz izolatin tiimiinde sekans
varyasyonu goriilmiistiir, ancak CP050273.1 erisim numarali S. mutans'in referans sekans
ipligi ile karsilagtirildiginda bes genotip gosterilmistir. Sekil 4.15’te S. mutans'in sekiz
dizi secici geninin CP050273.1 referans susu ile ¢oklu hizalama sonucunu

gosterilmektedir.
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Variant 1 Variant 2 Variant 3 Variant 4
c>T c>T G>T c>T
A A 4 - f
Consensus m :—m [CToTYTGGod
Identity —_ _ -_ _-_

S.mutans Waheeda strain 1

S.mutans Waheeda strain 2

S.mutans Waheeda strain 3

S.mutans Waheeda strain 4

S.mutans Waheeda strain 5

S.mutans Waheeda strain 6

S.mutans Waheeda strain 9

S.mutans Waheeda strain 10

CcG ATGG CGCACC \GCRNGCT

CGCTATGG CGCACC \GCGGCT

CGCTATGG CGCACC \GCGGCT

CG%; ATGG CGCACC \GCGGCT

]

CGCTATGG CGQACC \GCGGCT

r

*
1 AT

CGCTATGG CGCACC \GCGGCT

GTGTQTG GC

ATGG CGCACC \GCGGCT

CcG

=

L r

[ J 1 N r J
”'CG%ACQ\%CGGCT

CGCTATGG

GTGTQTG GC

Sekil 4.15 Geneious prime yazilimi tarafindan gergeklestirilen hizalama

Geneious prime yazilimina dayanan c¢oklu hizalamalarin sonuglari, S. mutans'in 8
susunda, genotip 1'de sekizde 5'inde (homozigot C>T gosterilen 3 susta 1,4,7; 2 dahil)
mikro evrimin son derece keskin bir goriiniimiinii gostermistir. Heterozigot gdsterilen
suslar 2 ve 3 susu igeriyordu, sitozin mutanti timine kars1 yabani alel olarak tespit edildi.
Genotip 2, 2. tiirii igeren yabani tipte, Genotip 3, sekiz sustan 1 mutant1 géstermektedir.
Yabani alel sitozin mutantindan timine kadar homozigot aleli gosteriyordu. Genotip 4 ise

dort susta mutasyon gosterirken, bir susta homozigot, diger susta ise sitozinden timine

heterozigot mutasyon goriilmiistiir.

4.4.7 S. mutans'in ¢cevrimi¢i ¢coklu hizalama dizi analizine ve MEGA 6 yazilimina

dayal filogeni agaci

Ikili hizalamadan elde edilen on ii¢ referans sus ve S. mutansn yerel susunun (1-
8WHEEDA izolatlar1) filogeni agaci olusturmustur: ilk olarak, Sekil 4.16’da S. mutans'in
sekiz yerel susunun (1-SWHEEDA izolatlar1) ¢cevrimigi hizalama ve MEGA 6 yazilimi
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ile filogeni agaci olusturmustur. Sekil 4.17°de Filogeni agacini olusturmak ig¢in yakin
iligkili bakteri dizileri ile iki amag¢ saglanmistir. Bunlardan ilki S. mutans veya diger
Streptococcus spp. i¢in tasarlanan primer ciftinin spesifikasyonunu dogrulamak, digeri
ise, S. mutans 1 ve 8in CP050272.1, CP050271.1, CP050270.1, CP033199.1,
L.S483349.1 erisim numaralarina sahip referans S. mutans suslarindan kaynaklandigini

gostermektir.

Streptococcus
Streptococcus
Streptococcus
Streptococcus
Streptococcus
Streptococcus
Streptococcus
Streptococcus
Streptococcus
Streptococcus
Streptococcus

Streptococcus

mutans(CPOS0272_1)
mutans(CPOS0271.1)
mutans(CPOS0270.1)
mutans(CP0O44221_.1)
mutans(APO19720.1)
mutans(CP0O33199.1)
mutans(LS483349.1)
mutans(CP0O23477.1)
mutans(CPO13237.1)
mutans(CPO77404.1)
mutans(CP066294_2)

mutans LI23(APO12336.1)

Streptococcus mutans WAHEEDA strain

Streptococcus

agacit

mutans(CPOsS0273.1)

Sekil 4.16 WAHEEDA ile hizalanan 12 referans S. mutans susunun g¢evrimigi filogeni
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S.mutans WAHEEDA strain 5
S.mutans WAHEEDA strain 8
Streptococcus mutansCPO50273.1
S.mutans WAHEEDA strain 6
S.mutans WAHEEDA strain 3

S.mutans WAHEEDA strain 4

S.mutans WAHEEDA strain 1

S.mutans WAHEEDA strain 2

S.mutans WAHEEDA strain 7

S. pneumoniae KB371854.1
———t——]

0.44 022 0.00

Sekil 4.17 Secilen genin sekiz S. mutans dizisinin filogeni agacinin Mega 6 yazilimu ile
olusturulmasi

45 1L-10'un Polimorfizmi

IL-10 geni, kromozom 1'in kisa kisminda 206772998-206773585 dizisinde 588bp
uzunlugunda bulunur (Sekil 4.18). Bu gen, cesitli mikrobiyal patojenlere ve diger
mikrobiyal enfeksiyonlara kars1 dogustan gelen savunmada 6nemli bir rol oynar. Bazi
mutasyonlarin IL-10 protein eklemlenmesini olumsuz etkiledigi goriilmektedir. Bu gen,
dogustan gelen antimikrobiyal bagisiklik i¢in 6nemli bir sinyal diizenleyicisidir. Bu da

bizi ¢esitli mikrobik enfeksiyonlara kars1 korur.
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ATCCAAGACAACACTACTAAggcttctttgggaaggggaagtagggatag
gtaagaggaaagtaagggacctcctatccagectccatggaatectgact
tcttttecttgttatttcaacticttccacceccatcttttaaactttaga
ctccagecacagaagcttacaactaaaagaaactctaaggccaatttaat
Ccaaggtttcattctatgtgctggagatggtgtacagtagggtgaggaaa
Ccaaattctcagttggcactggtgtacccttgtacaggtgatgtaatatc
Tctgtgectecagtttgectcactataaaatagagacggtaggggtcatggt
Gagcactacctgactagcatataagaagctttcagcaagtgcagactact
Cttacccacttcccccaageacagtiggggtgggggacagetgaagaggt
ggaaacatgtgcctgagaatcctaatgaaatcggggtaaaggagectgga
acacatcctgtgaccccgcectgtactgtaggaagccagtctectggaaagt
aaaatggaagggctgcttgGGAACTTTGAGGATATTTA

Sekil 4.18 Primerin amplikon sekansi ve yan bolgesi

45.1 IL-10'un ve primerlerin yan bélgelerinin konumlari

IL10, kromozom 1'de 1g32.1 bolgesinde 206767602-206772494 arasinda 7 ekzon ile yer
alir ve isimleri CSIF; TGIF; GVHDS; IL-10; IL-10A olarak bilinir: 1L-10 4892bp
uzunlugundadir (Sekil 4.19).

U
1)

= NC_000001.11 ~ | Find: vi@ | Q¢ = ¢
~ [2@8,772 K 208,771 K [2@8,770 K 296,769

apiens Updated Annotation Release 109.20211119 on ..(i{] [

< < <% < NM_1537585
I < < - J NM_6081393490.1
IL19
N1 9005723 [ > ——3 3 i > N
NRL168466.1 - f—- - g = ' —]
NM_oe1382624.1 DI - i > L N
NR_168467.1 El—>—1 > —]

Sekil 4.19 SNP'leri kapsayan F10 primer ¢ifti tarafindan amplifiye edilen IL-10'un
promotdr bolgesinin hedeflenen bolgesi
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45.2 1L-10 geni iizerindeki SNP'lerin konumu

SNP'lerin (rs1800871 T>C, rs1800872 A>C) konumunu belirlemek i¢in, rs1800871 T>C,
rs1800872 A>C SNP'leri kromozom 1'in bir kisminda ve NC 000001.11 dizi konum
numarasinda yer almistir, bu yerel 6rneklerin gézlemlenen DNA dizileri, alinan DNA
dizileri (GenBank NC_000001.11) ile karsilastirilarak, alinan PCR pargalarinin yaklasik

konumlar1 ve diger ayrintilar1 belirlenmistir (Sekil 4.20).

Genomic Sequence: |NC_000001.11 Chromosome 1 Reference GRCh38.p1.

S & Nc_000001.11 ~ | Find: vl Q—
773,800

iCiced Variagions, dbSNP blS5S5 vZ

893 TYC | rs1868396 A/G | rs1806871 T/6 | rs18@9872
C/T lrsi8e9894 C/T | rs186p89S C/A | rs3024

Live RefSNPg, dbSNP blS5 v2

ni: m LLEE L B BIORIIE N MR ER i m mun LRI R LA IR ARRRE AL L (I U L IUII IRl Bl
ClinVar varfants with precise gndpoints
G | 1166836 G | 16873

Sekil 4.20 SNP'leri kapsayan F10 primer ¢ifti tarafindan amplifiye edilen IL-10'un kismi
dizisinin hedeflenen bolgesi

4.5.3 1L-10 geninin amplifikasyon kismini iceren SNP’ler (rs1800871 T>C,
rs1800872)

IL-10 geninin promotoriinii ¢evreleyen primer ¢ifti, amplifikasyon altindaki hedefi
basaril1 bir sekilde cogaltmistir. IL-10 hedefinin PCR iiriinleri 588bp olarak gosterilmistir
(Sekil 4.21). IL-10 promotoriiniin yanindaki primer ¢ifti gen, amplifikasyon altinda
hedefi basartyla ¢cogaltmistir. IL-10 hedefinin PCR f{iriinleri 588bp'y1 géstermektedir.
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12 3 4 5,697 *8°9 1011 121314 15 1617 18 M

538bp
-.--—----.__

Sekil 4.21 IL10'un hedef DNA boélgesindeki SNP’ler

4.5.4 Hedeflenen bolgenin kromatogramlarinin ¢oklu hizalamalari

Hedeflenen bolgenin Sekil 4.18'deki ¢oklu hizalama sonuglarinda 206772998-206773585
iki SNP gozlemlenmistir: rs1800871 T>C, rs1800872 A>C. rs1800871 T>C, rs1800872
A>C SNP'lerinin her ikisinin de hastalik risk aleli ile iligkili olma siklig1 ytiksektir.

rs1800871 T>C SNP alel ve genotip frekanslari hastalar ve kontrol arasinda anlaml
farkliliklar gostermistir. Sonraki SNP'nin (rs1800871 T>C) hastalarda {i¢ genotipe (CC,
CT ve TT) sahip oldugu goriiliirken, kontrollerde sadece CC ve CT genotipleri fark
edilmistir (Sekil 4.22) (Sekil 4.23).
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Sekil 4.22 IL10'un

VAYAYAYAVAVAVAVAVAVAVANRAVAVNAY AV aVaVaVAVAVAVAYAY A &
VAYAYAYAYAVAYAVAVAVAYAN fy.vx/vvvvav/vv
VAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVARRAVAVAVAVAVACAVAVAVAVAVATAYAS
RAYAVAYAYAAYAYAVAVAVAYRAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAV AV,
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hedef DNA bdlgesi olarak hedeflenen bolge chrl:206772998-
206773585'in  kromatogramlarinin ¢oklu hizalamast:

rs1800872 A>C, hasta hastalig1 vakalari

Conseonasus
Tdemnivy

Ce 1. gene-10_ ...

Sekil 4.23

2. mene-10_...

3. gene-10_...

4. gene-10_ ...

S gene-10_...

6. gone-10_...

7. gmene-10_...

B . gene-10_...

IL10'un hedef DNA bolgesi olarak hedeflenen bolge chrl:206772998-
206773585'in  kromatogramlarinin ¢oklu hizalamast:

rs1800872 A>C, Kontrol vakalari
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Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3’te IL-10 genotiplerinin karsilastirilmasi, hasta ve kontrol
gruplarimin SNP rs1800871 T>C, rs1800872 A>C'sini icermektedir; P degeri (0,05), Tek
Oran (OR) degerleri ve %95 GA gosterilmistir.

Cizelge 4.2 SNP'nin yabani tip alel ve mutant allelinin genotip dagilimi ve alel sikligi:
kontrol grubu

rs1800871T>C Hasta (N=50) Kontrol (N=50) OR (95%GA) | P degeri
Genotipler TT 13 (%26) 25 (%50) Referans Grubu
TC 8 (%16) 13 (%26) 0,55 (0,2-1,4) 0,2
CC 29 (%58) 12 (%24) 4,3 (1,8-10,3) 0,0008
Alel T 34 63 (%55) 0,3 (0,16-0,5) 0,0001
C 66 37 (%45) 3,3(1,8-5,9) 0,0001

Cizelge 4.3 SNP’nin yabani tip alel ve mutant allelinin genotip dagilim1 ve alel sikligi:
hasta grubu

rs1800872A>C | Toksoplazma Talasemi Kontrol OR (95%GA) | P degeri
Genotipler AA 18 (%36) 19 (%38) Referans Grubu
AC 7 (%14) 19 (%38) 0,2(0,09-0,7) 0,008
cC 25 (%50) 12 (%24) 3,1(1,3-7,4) 0,008
Alel A 43 (%28,75) 57 (%55) 0,6 (0,3-1,2) 0,2
C 57 (%71,25) 43 (%45) 1,4(0,8-2,5) 0,2

Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3'te goriildiigii gibi, IL-10 SNP polimorfizmi rs1800871'de CC
genotipinin ve IL-10 alelinin rs180072'sinde AA genotipinin varligi, kontrol grubunda
hasta grubuna gore temelde daha yiiksektir. Dahasi, stratejik niiks modeli CC genotipine
sahip kisiler arasinda hastalarin iyilesme tehlikesinin azaldigini gostermistir (OR=4,3;
p=0,008). Bu sonuglar, 1'den fazla OR degerine dayali olarak C risk alelinin dis ¢iiriimesi
ile iligkili oldugunu, SNP rs1800871'deki (mutant alel olarak) C alel frekansinin saglikli
gruptaki (C=37) degeriyle karsilastirildiginda hastalarda (66) yiiksek oldugunu
aciklamaktadir.

SNP rs1800872 A >T, CC genotipine sahip kisiler arasinda hastalarin iyilesmesi icin
azalan bir tehlike gostermistir (OR=3,16; p 0,000). Bu sonuglar, 1'den biiyiik OR degerine
(CC'nin homozigot OR=3,1, SNP rs1800871'deki (mutant alel olarak) C alel frekansinin
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hastalarda (57) saglikli gruptaki (C=43) degerine kiyasla yiiksek oldugunu dayanarak C

risk alelinin dis ¢iiriimesi ile iligkili oldugunu ac¢iklamaktadir.

Sonuglar, dis plagi olan Irakli hastalarda (10-66 yas arasi) en sik rastlanan mutans
streptokokun S. mutans oldugunu gostermistir. Irak'taki diger epidemiyolojik bilgilere
gore, 35 Irakli hastadan (10-66 yas) fenotipik ve molekiiler testlerle ayr1 ayri alinan dental
plak testlerinin %93,1'inde S. mutans ayirt edilmistir, sonuclarimiz Kim et al. (2012)
yaptig1 ¢alismanin sonuglariyla uyumluluk gostermektedir. Japonya’da yapilan baska bir
caligmada, 3-5 yas arasindaki 77 kiside PCR teknigi kullanilarak S. mutans'in baskinligi
%72,8 olarak hesaplanmistir (Okada et al. 2002). Wu et al. (2003) Cin’de biyokimyasal
testler ve PCR kullanarak 126 dis plagi testinde (25-55 yas aras1) S. mutans'in baskinligini
%75,4 olarak ortaya koymustur. Benzer sekilde, S. mutans Amerika Birlesik Devletleri
ve Kanada'da 5-13 yas aras1 geng Ogrencilerin %65-95'inde ayr1 ayri tespit edilmistir
(Qureshi et al. 1977). Deneklerin donemleri ve kullanilan tanima stratejileri benzersiz
olsa da bizimki de dahil olmak iizere yukarida belirtilen arastirmalarda ayrintili olarak
aciklanan S. mutans dagilimi ve yayginligi, mevcut derlemedekilerle karsilastirilabilir bir
egilim gostermektedir. Buna ilaveten, Birlesik Krallik'ta 5 ile 8 yasindaki okul
cocuklarindan alinan mutans streptokoklarin %901 S. mutans olup, nadiren S. sobrinus
orneklerine rastlanmistir (Beighton et al. 1987). 10-25 yas aras1 Avustralyalilarda S.
mutans %30 oraninda tespit edilmistir (Rogers 1973). Sonu¢ olarak, S. mutans'in
dagilimi, topografik insan popiilasyonlarindaki zitliklarla iligkili olmanin tiim isaretlerini

tasimaktadir.

Bu calismanin sonuglar1 S. mutans'ta sekans yontemlerine dayali yiiksek polimorfizm
gostermistir, bu genetik yaklasim RFLP-PCR yontemi veya RAPD-PCR yontemi ile
karsilagtirildiginda polimorfizmi izlemek i¢in altin yontem olarak kabul edilmistir.
Onceki bir¢ok galisma RFLP-PCR gibi diisiik verimli genetik yontemleri izlemistir. Dex
tarafindan belirlenen PCR-RFLP ve biyokimyasal testlerde Anter ¢alismalarinda s16
RNA gibi evrensel primer ¢ifti kullanilmig, taranan suslar 16S rDNA dizileme korelasyon
stratejisi kullanilarak tiir diizeyinde ayirt edilmistir. PCR-RFLP ile mutans streptokok
olarak taninmayan klinik sekeller mutans olmayan streptokokal canlilar olarak

gruplandirilmistir (Yoo et al. 2005, Lee et al. 2006).
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Ciiriik nebulalarinin klinik modelleri i¢gin PCR bantlama yontemlerine dayali dogrudan
genotipleme, ilgilenilen mikrobun ¢ok asamali implantasyonu, izolasyonu, ekstraksiyonu
ve Orneklenmesini atlayan oncii ve hizli bir yontemdir. PCR'a bagl genotipleme i¢in
mevcut sistemler orta derecede yiiksek saflikta DNA gerektirdiginden, genis bir test tiirti
yelpazesine ayarlanan ve DNA ekstraksiyonundan kaginan dogrudan genotipleme
yontemini takip etmek test edilmektedir. Her ne olursa olsun, tiikiiriik, kurutulmus kan
lekesi ve bukkal siiriintii gibi klinik ortamlarda normal olarak kullanilan testlerin, hiicre
katmanlar1 hiicre hasarin1 ve DNA ekstraksiyonunu 6nlediginden, DNA ekstresi olmadan
genotiplenmesi zordur. Sonug olarak, DNA ekstraksiyonu olmadan farkli 6rnek tiirlerini
inceleyen bir genotipleme yontemi i¢in genel bir metodolojinin tesvik edilmesi zayif
kalmaktadir. Salivasyondan DNA ekstraksiyonu olmadan PCR gelistirmesi yapan birkag
caligma (Ambers et al. 2018) olusturulmus olsa da aslinda ekstra uzman ve 6nemli gii¢
kullanim1 gerektirmektedir. Bu testi basarmak igin, niikleik asitlerin verimli bir sekilde
gelisini gliclendiren ve bir 6rnekte normal PCR inhibitdrlerini etkisiz hale getiren basit
bir dongii kullanarak dogrudan PCR'yi pratik hale getiren baska bir metodoloji
olusturduk. Cok sayida strateji, genotipleme i¢in hassas ve acik metodolojiler sunmustur.
Ayrica, sonuglar genellikle agaroz jel elektroforezi ile par¢alanmaktadir (Ramirez-

Exposito et al. 2016).

Bu calismada, sonuglart hizli bir sekilde incelemek ve maliyetleri diistirmek igin
kiiltirleme yontemleri ile ekstraksiyon olmadan DNA gelistirmede dogrudan bir PCR
incelemesi uygulanmistir. Bu uygulama, daha az isgiicli, maliyet, tasinabilirlik ve
kantitatif genotipleme avantajlarin1 saglarken mevcut stratejilerde olusacak sorunlari da
ele almaktadir. Bu yenilik, nihayetinde hizli klinik se¢imlere rehberlik edebilecek kalite

testlerinin her yerde erisilebilirliini anlamina gelmektedir.

Bagisiklik yanitinin standart baskilayici sitokini IL-10'un insanlarda periodontitisin
siddeti ile karsilikl bir iligkisi oldugu gosterilmistir (Rizzuti et al. 2015). Periodontitisin
hayvan modelleri, insanlarda elde edilen dogrulamayi1 desteklemektedir ve IL-10

seviyeleri ile siyanoz (kemik olay1) arasinda nedensel bir baglanti oldugunu gostermistir
(Murdock et al. 2014).
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Dolayistyla, IL-10 seviyelerini etkileyen herhangi bir faktoriin, prensip olarak, bu
baglamda periodontitisin varligi, gilincelligi ve siddeti lizerinde bir etkiye sahip
olabilecegi sonucu ¢ikmaktadir. IL-10-592 C/A polimorfizminin daha 6nce daha diisiik
IL-10 ekspresyonu ve bu varyanti miras alan kisilerde daha yiiksek kronik periodontitis

insidansi ile iliskili oldugu bulunmustur (Claudino et al. 2008).

Bununla birlikte, IL-10 bakteriyel enfeksiyonun yaygin oldugu ortamlarda yanici
sitokinlerin ekspresyonundaki artigla da iliskilendirilmistir (Gemmell et al. 1998) Ayrica,
IL-10 polimorfizmleri bir dizi gevresel strese karsi duyarlilikla iliskilidir (Kim et al.
2012). Bu c¢alisma, IL-10 polimorfizmlerinin genotip tarafindan kesin olarak
belirlendigini ve periodontal mikroorganizmalarin varliginin/bakteriyel yigininin bu

inhibitor sitokinin ekspresyonu lizerinde temel bir etkisi olmadigin1 gostermektedir.

Bulgularimiz, konagin igsel 6zelliklerinin bu baglamda IL-10 polimorfizm kuralin1 giiglii
bir sekilde etkiledigini ve mikrobiyolojik uyarimin yalnizca konagin telafi edici bir
yonetim araci olarak hizmet ettigini isaret etmektedir (Redford et al. 2011). Farkli hiicre
tipleri, harici gii¢clendirmelerden bagimsiz olarak IL-10'u ifade edebilir, ancak farkl
baglamlarda, giiclendirmelerin giicii veya sekli IL-10'un ifadesini Onemli oOlgilide
degistirir. Spekiilatif olarak, konak¢i bakteriyel enfeksiyonla savasirken gevredeki
bagisiklik tepkisinin neden oldugu geri tepmeyi azaltmak i¢in IL-10"u ise alir (Redford et
al. 2011).

Bu sonuglar, IL-10-592 C/A SNP polimorfizmi gibi IL-10 polimorfizmindeki
varyasyonlarin dis eti altinda mikrobiyal kolonizasyonun yayginligini etkileyebilecegini
diisindirmektedir. Bununla birlikte, defilasyon profilini etkileyen I1L-10-592 C/A
polimorfizmi igin genotipe dayanmaktadir. IL-10 immiinosupresanlarinin etkilerinin
cesitli hastaliklarda kirletme kontrolii ihtiyaglari ile baglantili oldugunu unutulmamalidir.
Bununla birlikte genel olarak o6nceki 6n modeller IL-10 agiklamasinin dengesini
(Treg'lerin siirlandirilmasi veya kemoatraksiyonu yoluyla) mikroorganizmanin bollugu
ve saldirist ile iligkili géstermistir. Bu sonug Polak et al. (2013)’m sonucu ile farklilik

gostermektedir. Elde ettigimiz sonugclar, inceledigimiz periodontal patojenlerin tekrar
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alanindaki veya bakteriyel yiikiindeki varyasyonlar ile SNP IL-10-592 C/An igin gesitli

alellerin varlig1 arasinda giiclii bir korelasyon oldugunu gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢aligmada, tiikiiriik ve dis plaklarinda S. mutans't belirlemek igin iki spesifik primer
tasarlanmistir. Bu sayede, ilgilenilen klinik 6rneklerde patojenik bakterilerin (S. mutans)
teshis edilmesi hizlanmig ve ayrica birgok S. mutans susunda yiiksek polimorfizm
belirlenmistir. Bu polimorfizm 6zel varyantlarda ortaya ¢ikmistir ve S. mutans suslarinin
4 tipte genotiplenmesine yardimci olarak S. mutans'ta mikroevrim gergegini
dogrulamustir. iki farkli genin amplifikasyonu i¢in iki spesifik primer ¢ifti kullanarak S.
mutans't tipleme yontemi, S. mutans'taki genetik varyasyonun derecesini vurgulamis ve
bunu bu patojenin cesitliligi ile iligkilendirmistir. IL-10'un mikroplarin dogustan
taninmasinda oynadigi islev, enfeksiyona karsi savunmada Onemli bir adimdir.
Antimikrobiyal bagisiklig1 aktive etmek icin, IL-10 kodlama mutasyonlari, bagisiklikla
ilgili cok sayida hastalikla iliskilidir ve bagisiklikta IL-10 sinyalinin fizyolojik 6neminin
altin1 ¢izmektedir. Bu ¢alismada, IL-10 alelindeki mutasyonu mikrop enfeksiyonlarina
kars1 gii¢lii bir koruyucu olarak kullanilmistir. Bugiine kadar, klinik olarak bildirilen tim
homozigot veya bilesik heterozigot tasiyicilarda IL-10 ekspresyonu yoktur veya IL-10
fonksiyon kaybi alelleri mantar enfeksiyonuna daha duyarlidir (Moore et al. 2001,
Claudino et al. 2008).

Bu ¢alismada karsilasilan en biiyiik sinirlamalardan birincisi, tiikiiriik 6rneklerinden
¢ikarilan DNA'nin bazen PCR yapmak i¢in ¢ok az miktarda olmasi ve parlak bir bant
vermesidir. Deney i¢in gerekli olan ve birgok yontemle elde edilen DNA'nin konsantre
edilmesi gerekir, bu siirlama soluk bandin goriinmesini veya yoklugunu etkilemektedir.
Tiikiirik orneklerinin toplanmasindaki ikinci olasi sinirlama, hastalardan tiikiiriik
orneklerinin nasil alinacagina dair belirli kilavuzlar olmasina ragmen hastane

personelinin bu konudaki farkli tutumu ve koronavirtstiir.

Bildirilen vakalar arasinda IL-10 gen mutasyonlarinin 6zellikleri, dagilimi, siklig1 ve
genotipi ile S. mutans enfeksiyonlar1 arasindaki iligskiyi analiz edilmistir. Elde edilen
sonuglar, diger Streptococcus tiirlerinin dis plaklarindaki roliinlin siirekli olarak ele
alinmasi i¢in 6nerilmistir ve sonuglarimiz, tiikiiriik 6rnekleri ve dis plaklarinin toplanmasi

ve S. mutans enfeksiyonu ile immiinojenik agiklama arasindaki iliskinin kurulmasinda
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Oonemli bir rol oynamaktadir. Ayrica gelecekte benzer aragtirmalarin Orta Dogu'daki diger

insan popiilasyonlarinda da yapilarak genisletilmesi dnerilmektedir.
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