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TESEKKUR

Doktora hayatimin ve tez calismamin her asamasinda destegini ve katkilarini hi¢cbir zaman
esirgemeyen, zaman ayirip degerli bilgi ve tecriibelerini benimle paylasan, doktora
egitimime basladigim ilk gilinden itibaren sicak bir ailenin i¢inde oldugumu hissettiren,
ogrencisi olmaktan ve kendisiyle ¢alisma firsat1 elde etmis olmaktan onur duydugum degerli
tez danigmanim, sayin sonsuz tesekkiirlerimi

sunarim.

Doktora egitimim ve tez ¢alismam siiresince destegini hi¢ esirgemeyen, her sorunda
rahatlikla danigabildigim ve sabirla yardimer olan, bugiine kadar tanidigim en c¢aliskan,
diiriist ve yardimsever hocalardan, doktora hayatimin bana kazandirdig1 arkadasim ve c¢ok

degerli hocam, sayin ayrica tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora egitimim ve tez ¢aligmam siiresince yardimei olan

Doktora egitimim boyunca bilgilerini benimle tereddiitsiiz paylasan ve degerli
zamanini bana ayiran hocalarim, sayin

tesekkiirlerimi sunarim. Degerli bilgi ve tecriibelerini benimle paylasan ideal
egitimcei, 0grencisi olmaktan ve kendisini tanimig olmaktan onur duydugum, tez siirecimde
ihtiya¢ duydugumda destegini esirgemeyip bana yardimci oldugu i¢in sonsuz minnet

duydugum hocam, sayin tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora egitimime baslama kararimi destekleyen, ihtiya¢ duydugumda kapisini ¢alabilme
rahathig1 veren, ¢cok degerli Dekan hocam, sayin ; Doktora
egitimime gerekli zamani ayirmam konusunda destek veren ve elinden gelen yardimi
esirgemeyen, ¢ok degerli Anabilim Dali Baskanim, sayin
sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica, doktora egitimim ve oOzellikle tez
calismam siiresince desteklerini esirgemeyen
olmak iizere tiim asistan arkadaglarima tesekkiirlerimi

sunarim.

Son olarak, her zaman yanimda olup tiim endiselerimi sabirla dinleyen ve her zaman
anlayish olan, sayesinde hayatimin kolaylastigi, hayattaki en biiyiik destek¢im, sevgili esim

sonsuz minnet ve tesekkiirlerimi sunarim.



OZET

Streptococcus salivarius K12 KULLANIMININ AGIZ SAGLIGINA ETKISINIiN
DEGERLENDIRILMESI

Probiyotik mikroorganizmalarin, sistemik hastaliklar iizerinde iyilestirici etkisi ve bagisiklik
sistemini desteklemesi ¢alismalarla gosterilmistir. Oral mikrobiyotadaki etkisine yonelik ise
disler ve cevresindeki yumusak dokular {izerinde biyofilm tabakanin olusumunun
Onlenmesine yonelik tartismali sonuglar bulunmaktadir. Bu nedenle, bu tez ¢alismasinin
birincil amaci karyojenik diyet sonras1 degisen oral mikrobiyotada Streptococcus salivarius
K12 diye bilinen oral probiyotigin kullaniminin Streptococcus mutans ve Lactobacillus
tiirlerinin sayisi1 tizerindeki etkisinin degerlendirilmesidir. Ayrica, ikincil amaci da probiyotik
birakildiktan sonra da benzer etkinin siiriip siirdiirmediginin degerlendirilmesidir. Calisma
randomize, kontrollii, takip siireli ve kesitsel tasarlanmis bir hayvan ¢alismasidir. Calismaya
3-5 aylik disi Sprague-Dawley tiiriinden 32 adet sican dahil edilmis ve karyojenik diyet ile
probiyotik degiskenlerine gore 4 gruba dagitilmistir. Bu gruplar: (G1) Karyojenik diyet ve
probiyotik uygulanan grup, (G2) Karyojenik diyet uygulanan, probiyotik uygulanmayan
grup, (G3) Karyojenik diyet uygulanmayan, probiyotik uygulanan grup, (G4) Karyojenik
diyet ve probiyotik uygulanmayan gruptur. Calisma dahilinde karyojenik diyet uygulanan
gruplarda si¢anlar, 2 ay boyunca siikroz agirlikli yem ile beslenmistir. Probiyotik uygulanan
gruplarda ise S. salivarius K12 igeren probiyotik tablet ¢oziinmiis sular1 1 ay boyunca
icmeleri saglanmigtir. Iki aylik takip siirecinde, dahil edilen tiim siganlardan deney
baslamadan 6nce (TO0), 1 aylik (T1) ve 2 aylik (T2) takip siireci sonunda pipetaj yontemi ile
agi1z i¢i Ornekler alinmistir. Alinan tiim 6rneklerden DNA izolasyonu yapilarak elde edilen
DNA izolatlarindaki S. mutans, S. salivarius ve Lactobacillus tirlerinin nicel miktarlar
gercek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (kPZR) ile analiz edilmistir. Gergek
zamanli kPZR analizi sirasinda kullanilacak olan S. mutans, S. salivarius ve Lactobacillus
tiirlerine 6zgii primer ve prob tasarimlart yapilmis ve ‘TagMan’ problarinin kullanildigi
standart ornekler de dahil biitiin reaksiyonlar 2 tekrarli olarak ¢alisilmistir. Gergek zamanl
kPZR analizinden elde edilen verilerin gruplar arasi karsilastirmasinda Lactobacillus
tiirlerine ait veriler ‘Friedman’ siralamali iki yonlii varyans analizi, S. salivarius verileri de
‘Kruskal-Wallis’ varyans analizi ile test edilmistir. S. salivarius verilerinin grup ici
degerlendirilmesinde de ‘Friedman’ siralamali iki yonlii varyans analizi ve Bagiml
Orneklem T-testi ile istatistiksel analizler yapilmistir. Tiim sonuglar igin istatistiksel

anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edilmistir. Istatistiksel analiz sonucunda,



Lactobacillus tiirlerine yonelik TO (p=0.131; p=>0.05), T1 (p=0.676; p=0.05) ve T2 (p=0.435;
p>0.05) donemlerinde alinan Orneklerde gruplar arasinda ve her grupta kendi igerisinde
zamana bagli degisimi acisindan degerlendirildiginde G1 (p=0.430; p>0.05), G2 (p=0.325;
p=>0.05), G3 (p=0.882; p=0.05) ve G4 (p=0.368; p=>0.05) istatistiksel fark goriilmemistir.
S. salivarius verilerinin istatistiksel analizi sonucunda TO (p=1; p>0.05) doneminde
istatistiksel fark goriillmezken; T1 (p<0.05) ve T2 (p<0.05) donemlerinde gruplar arasinda
istatistiksel fark goriilmiis ve probiyotik uygulanan tiim gruplarda (G1-G2: p=0.002, G1-G4:
p=0.002, G2-G3: p=0.001, G3-G4: p=0.001; p<0.05) istatistiksel olarak anlamli fark
goriilmiistiir. Grup i¢i karsilagtirma sonuglarina gore, S. salivarius igin probiyotik uygulanan
G1 ve G3 gruplarinda sirastyla TO-T1 (p=0.018; p<0.05), TO-T2 (p=0.003; p<0.05) ve TO-
T1 (p=0.03; p<0.05), TO-T2 (p=0.043; p<0.05) i¢in farkl takip siirelerinde alinan 6rnekler
arasinda istatistiksel fark goriiliirken, yine sirastyla G1 ve G3 gruplarinda T1-T2 (p=1;
p>0.05) ve T1-T2 (p=0.448; p>0.05) arasinda istatistiksel fark goriilmemistir. S. mutans
verileri incelendiginde gruplarda kolonizasyon gozlenmemistir. Hayvanlar {izerinde
yiiriitiilen bu ¢alismanin sonucglara gore, probiyotik kullanan gruplarda ise S. salivarius
kolonizasyonunun anlamli derecede yiiksek oldugu ve probiyotik birakildiktan sonra bile
etkisinin devam ettigi goriilmiistiir. Ayrica, Lactobacillus sayisinin da hem karyojenik diyet
hem de probiyotik uygulanmasindan etkilendigi ve anlamli derecede olmasa da artis
gosterdigi  gOriilmiistiir. Sonu¢ olarak, bu c¢alisma S. salivarius K12 probiyotik
mikroorganizmanin oral mikrobiyota kolonizasyonunu gosterdiginden, klinik ¢aligmalar igin

oncii calisma olma niteligi tasimaktadir.

Anahtar kelimeler: Dental biyofilm, Karyojenik diyet, Lactobacillus, Probiyotik,

Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius K12

Bu ¢alisma icin gerekli onaylar Baskent Universitesi Tip ve Saglik Bilimleri Arastirma
Kurulu ve Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan 11.08.2022 tarihinde alinmig ve
calisma Baskent Universitesi Arastirma Fonu’nca desteklenmistir (Proje numarasi: DA

22/24).



ABSTRACT

EVALUATION OF THE EFFECT OF Streptococcus salivarius K12 USE ON ORAL
HEALTH

Probiotic microorganisms are known as beneficial microorganisms and their healing effect
on general health and supportive effect on immun system have been shown by studies. There
are controversial results regarding its effect on the oral microbiota and the prevention of
dental biofilm formation, which is the microbial layer that accumulates on teeth and
surrounding soft tissues. Therefore, the primary aim of this study was to evaluate the effect
of the use of an oral probiotic known as Streptococcus salivarius K12 on the number of
Streptococcus mutans and Lactobacillus species in the oral microbiota changed after the
cariogenic diet. Secondary aim was to evaluate whether the similar effect continues after the
probiotic was discontinued. This thesis was a randomized, controlled, follow-up and cross-
sectional animal study. Three-five month old, female, 32 Sprague-Dawley rats were included
in the study and distributed into 4 groups according to the administration of cariogenic diet
and probiotics. These groups were: (G1) Cariogenic diet and probiotics administreted, (G2)
Only cariogenic diet administered, (G3) Only probiotics administered, (G4) Group without
administration of cariogenic diet and probiotics. The rats included in the study were fed with
a sucrose-based bait for 2 months in the groups that received cariogenic diet. Probiotic
administered groups were allowed to drink probiotic tablet dissolved water containing S.
salivarius K12 for 1 month. During the 2-month follow-up period, intraoral samples were
taken from all included rats using pipetting method before the start of the experiment (TO0),
at the end of the 1-month (T1) and 2-month (T2) follow-up period. DNA was isolated from
all samples and quantitative amounts of S. mutans, S. salivarius and Lactobacillus species
in the DNA isolates were analyzed by real-time quantitative polymerase chain reaction
(qPCR). Primer and probe designs specific to S. mutans, S. salivarius and Lactobacillus
species to be used during real-time qPCR analysis were produced and all reactions, including
standard samples, were run in duplicate using TagMan probes. In the intergroup comparison
of the data obtained from real-time qPCR analysis, data for Lactobacillus species were tested
with Friedman ranked two-way variance analysis, and S. salivarius data were tested with
Kruskal-Wallis analysis of variance. In the intra-group evaluation of S. salivarius data,
statistical analyzes were performed using Friedman ranked two-way analysis of variance and
Dependent Sample T-test. Statistical significance level was accepted as p<0.05. As a result

of statistical analysis, no statistical difference was observed between the groups in the

iv



samples taken during TO (p=0.131; p>0.05), T1 (p=0.676; p>0.05) and T2 (p=0.435; p=>0.05)
periods for Lactobacillus species, and no statistical difference was observed for each group
G1 (p=0.430; p>0.05), G2 (p=0.325; p=>0.05), G3 (p=0.882; p>0.05) and G4 (p=0.368;
p>0.05) when evaluated in terms of its change over time. As a result of the statistical analysis
of . salivarius data, no statistical difference was observed for TO (p=1; p=0.05) period but,
statistical difference was observed between the groups during T1 (p<0.05) and T2 (p<0.05)
periods, and statistically significant increase was seen in all groups that administered
probiotics (G1-G2: p=0.002, G1-G4: p=0.002, G2-G3: p=0.001, G3 -G4: p=0.001; p<0.05).
According to the intra-group comparison results for S. salivarius, there was a statistical
difference between the samples taken at different follow-up periods for TO-T1 (p=0.018;
p<0.05), TO-T2 (p=0.003; p<0.05) and TO-T1 (p=0.03; p<0.05), TO-T2 (p=0.043; p<0.05);
while there was no statistical difference between T1-T2 (p=1; p=>0.05) and T1-T2 (p=0.448;
p>0.05) samples for G1 and G3, respectively. S. mutans colonization was not observed in
the groups. According to the results of this study conducted on animals, it was observed that
S. salivarius colonization was at a significantly higher level in the groups using probiotics
and its effect continued even after the probiotic was discontinued. In addition, it was found
that the number of Lactobacillus species was affected by both cariogenic diet and probiotic
administration. In conclusion, this is a pioneer study for in-vivo studies as it evidences the
colonization of S. salivarius K12 probiotic microorganisms in the oral microbiota even after

the discontinuation of probiotics.

Key words: Dental biofilm, Cariogenic diet, Lactobacillus, Probiotics, Streptococcus

mutans, Streptococcus salivarius K12

The necessary approvals for this study were received from Bagkent University Medicine and
Health Sciences Research Board and Animal Experiments Local Ethics Committee (Project
number: DA 22/24) on 11.08.2022. This study was supported by Baskent University
Research Fund (Project number: DA 22/24).
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1. GIRIS

Insan viicudunda bulunan biitiin mikroorganizmalarin, viicudun tiimiinii olusturan
hiicre sayisindan ¢ok daha fazla oldugu 30 yildan uzun siiredir kabul edilen bir gercektir. Bu
mikroorganizmalarin 6zellikle dis ortam ile temast olan viicut dokularindan deri, agiz
boslugu, solunum, {iirogenital ve gastrointestinal sistemler gibi hemen her yiizeyde
bulundugu bilinmektedir. Bu bdlgeler arasinda mikroorganizmalarin en yogun
kolonizasyonu gastrointestinal sistemde goriilmektedir. Bu sistemde kolonize olan
mikroorganizmalarin kompleks yapisi, insan sagligi lizerinde 6nemli rol oynamaktadir.
Kiiltiire bagimli olmayan yeni molekiiler yontemlerin gelistirilmesi ile bu sistemde yer alan
organlarin florasinin igerigi ve gesitliligi giderek daha iyi anlagiimaktadir.'? Bu nedenle, son
yillarda mikroflora terimi yerine mikrobiyota ve mikrobiyom terimlerinin kullanimi tercih
edilmektedir. Mikrobiyota; viicudun bir organinda veya bdliimiinde bulunan mikroskobik
boyuttaki  organizmalarin  tiimiini, mikrobiyom ise; tiim viicutta bulunan
mikroorganizmalari ve mikroorganizmalarin genetik 6zelliklerini gosteren elemanlar: ifade

eden terimdir.>
1.1. Oral Mikrobiyota

Tarihte ilk kez, Antonie Philips van Leeuwenhoek kendisinden ve baska bireylerden
aldig1 dental plak 6rneklerini mikroskobuyla incelemis ve mikroplara kiiciik canli nesneler
anlamina gelen ‘Dierken’ adini vermistir. Sonraki yillarda, mikroskop ve diger tam
yontemlerindeki gelismelerle birlikte mikroorganizmalara iliskin bakis agis1 giderek

derinlesmistir.**

Insanlarda agiz boslugu disler, diseti olugu, dil, sert damak, yumusak damak ve
tonsiller de dahil olmak iizere mikroorganizmalar i¢in bir dizi farkli yasama ortami igermekte
ve insan viicudunun disini, sindirim sistemini ve solunum yollarini birbirine baglayan
mikroorganizmalarin kolonizasyonu i¢in uygun bir alan olan tiip gorevi gérmektedir. insan
ag1z boslugunda bulunan mikroorganizmalara agiz mikroflorasi, agiz mikrobiyotas1 veya
ag1z mikrobiyomu ad1 verilmektedir.>® Cesitli oral mikroorganizmalarin etkilesimi, insan
viicudunun disaridan istenmeyen etkenlerin saldirisina kars1 korunmasina yardimer olurken,
mikrobiyal floranin dengesizligi de dis ¢liriigii ve periodontitis gibi agiz hastaliklarinin, oral
mukoza ve gastrointestinal sistem hastaliklar1 gibi sistemik hastaliklarin gelismesine de

neden olmaktadir.>!°



Sonug olarak, oral mikrobiyota insan mikrobiyal toplulugunun olusmasinda ve insan
sagliginda 6nemli rol oynamaktadir.!” insan Oral Mikrobiyomu Veritabani, insanla iliskili
bir mikrobiyomun ilk derlenmis tanimidir ve mikrobiyomun saglik ve hastaliktaki roliiniin
anlasilmasinda kullanilacak araglar1 igermektedir. Insan Oral Mikrobiyomu Veritabani'nin
temel amaci, bilim camiasina insan agiz boslugunda bulunan yaklasik 700 prokaryot tiir
hakkinda kapsamli bilgi saglamaktir. Insan Oral Mikrobiyomu Veritaban1 mikroorganizma
kiiltiiriine dayanmaktadir. Ancak insan Oral Mikrobiyomu Veritaban1 verilerinin biiyiik bir
kismimin (%20-60) kiiltiire edilemez oldugu tahmin edilmektedir.?’ Birgok tiiriin kiiltiire
edilememesi, Insan Oral Mikrobiyomu Veritabani’nin genisletilmesi icin &nemli bir
sinirlandirma  olarak kabul edilmesine ragmen, kiltiir durumlart mikroorganizma

etkilesimlerine baglanarak bu durum ¢oziilmeye calisilmaktadir.

Insan Oral Mikrobiyomu Veritabani, segilmis 16S rRNA gen bazli gecici adlandirma
semasina dayanmaktadir. Son 20 yilda 600'den fazla 16S RNA gen kiitiiphanesi dizilenmis
ve 35.000'den fazla klon dizisi elde edilmistir. Ornekler saglikly, ciiriik, periodontal hastalik,
endodontik enfeksiyonlar ve agiz kanseri gibi bir diizineden fazla hastalik durumuna sahip
hasta bireylerden alimmustir. insan Oral Mikrobiyomu Veritabani, sekans verilerini fenotipik,
filogenetik, klinik ve bibliyografik bilgilerle baglamaktadir. insan Oral Mikrobiyomu
Veritabani, verilerinin organizasyonu, entegrasyonu ve sunumu, bagirsak, deri, vajina gibi
insan viicudunun diger bolgelerinden alinan mikrobiyom verileri i¢in model olarak

kullanilmaktadir.®:!1-21-23

Insan Oral Mikrobiyomu Veritabani'nda listelenen yaklasik 150 cins ve 700 tiir
bulunmaktadir. Bunlarin %51'1 resmi olarak adlandirilmis, %13'i kiltiirii yapilmis ancak
adlandirilamams ve %28'i kiiltiirii yapilamamus filotipler olarak kaydedilmistir.?* insan Oral
Mikrobiyomu Veritabani’nda 400 oral taksonun ve 1.300'den fazla mikroorganizma tiirliniin
genomlart mevcuttur. Ornegin Streptococcus birgok cinsten daha fazla cesitlilige sahip bir
cinstir.?* Insan Oral Mikrobiyomu Veritabani'nda dis ciiriigii gelisiminde 6nemli rolii
bulunan  Streptococcus cinsinin 43  tiirinden 26'st  isimlendirilmis ve 9'u
isimlendirilememistir. Otuz oral takson ve 202 Streptococcus tiirii i¢in genomlar
veritabaninda bulunmaktadir. Ayrica oral, vajinal ve bagirsak mikrobiyotasinin {iyesi olan
Prevotella cinsinin 53 tiirii veritabaninda kayitli bulunmakta ve bunlarin 32’sinin tiir ve 67

susunun genomu da sistemde tanimlanmigtir.?>



Insan Mikrobiyom Projesi, Amerikan Saglik Enstitiisii nderliginde insan viicudunda
bulunan tiim mikroorganizmalarin genetik 6zelliklerini gdsteren elemanlarindaki dizilimi
ogrenebilmek amaciyla kurgulanmistir. insan Mikrobiyom Projesi, insan mikrobiyotasinin
kapsamli karakterizasyonu ve bunlarin insan sagligi ve hastaligindaki rollerinin analizine
olanak tantyan arastirmalarin kaynagi olanak tanimlanmistir.2® Proje kapsaminda, ¢alismaya
dahil edilen 242 saglikli bireyler arasinda kadinlardan 18, erkeklerden ise 15 viicut
bolgesinden basta agiz boslugu, burun boslugu, vajina, bagirsak yolu ve deri olmak {izere
bes ana viicut bolgesinden, toplam 4788 drnek alinmustir.>*® Bolgelerin yaridan fazlasini
olusturan agiz boslugu ve orofarinksten tiikiirtik, yanak i¢i mukoza, keratinize diseti, damak,
tonsiller, bogaz ve dilden yumusak doku 6rnegi ve diseti {istlinden ve altindan dis plagi
olmak tiizere dokuz farkli bolgeden Ornek toplanmistir. Toplanan orneklerden dizilimi

yapilabilen oral bakteriler, tiim viicut bdlgelerinin %26’sm1 olusturmustur.?’?*

Calismanin sonuglaria gore, agiz boslugunda ¢ogu bdlgede Streptococcus baskin
olmakla beraber, yanak i¢i mukozada Haemophilus, diseti Uistiinden alinan dental plakta
Actinomyces ve digeti altindan alinan dental plakta Prevotella bulunmustur. Ayrica, dahil
edilen bireylerdeki mikrobiyal kolonizasyonun tiir ve sus seviyesine kadar degistigini ve
saglikl1 bir popiilasyonda metabolik yollar stabil kalirken mikrobiyal taksonlarin ¢esitliligini
gostermistir.?® Ayrica, saglikli bireylerde mikrobiyota ile basta zaman, yas, diyet ve gevre
olmak {izere cinsiyet, egitim diizeyi, dogum sekli ve bebeklik doneminde

emzirip/emzirmeme gibi faktorler arasinda giiglii iliskiler oldugu da bildirilmistir.?*-

1.1.1.  Oral mikrobiyota gelisimi

Gastrointestinal sistem mikrobiyotas1 farkli cins ve tlirde mikroorganizmalardan
olusan bir ekosistemdir. Oral mikrobiyota g¢evreden en fazla etkilenen bdlgedir ve
gastrointestinal sistemin bagslangic noktasidir. Yenidogan bebeklerde, dogum sirasinda
gastrointestinal sistemin steril oldugu kabul edilmektedir. Yenidogan bebek, dogum ile
mikroorganizma i¢cermeyen uterus i¢i yasamdan olduk¢a kontamine olan uterus dis1 yagsama
gecis yapmaktadir.! Son yillarda yayinlanan bazi ¢alismalarda, fetiisiin amniyon sivisini
yutmasindan dolay1r bagirsaklarinin  mikroorganizmalar ile karsilastifi  da ileri

siiriilmektedir.!>!43¢ Ancak bu konuda yeterince veri bulunmadigindan halen tartigmalidir.

Dogum sirasinda, mikroorganizmalarin mukozal membranlara kolonizasyonu bebek

ilk nefesini almadan Once baglamakta ve yasaminin ilk giinlerinde hizla artmaktadir.



Dogumdan sonra baglayan kolonizasyon ¢esitli faktorlerden etkilenmektedir. Bu faktorler
annenin yast, vajinal veya sezaryen dogum gibi bebegin dogum sekli, annenin dogum yaptigi
yer ve hijyenik kosullari, bebegin dogum sirasi, neonatal beslenme sekli, antibiyotik
kullanim1 ve genetik faktorlerdir.*2%3%37 Bu faktorlerden annenin florasi, baslangic
mukozal kolonizasyonu 6nemli Olciide etkilemektedir. Dogum sekline bagli sezaryenle
dogan, prematiire dogan veya perinatal ya da postnatal donemde antibiyotik kullanan
bebeklerde yararli mikroorganizmalarin kolonizasyonu gecikmektedir. Bunun disinda,
vajinal dogum sekli ile dogan, anne siitii veya mama ile beslenen bebeklerin florasi 2 giin
icerisinde anneye benzemeye baslarken, 7. giine dogru mama ile beslenmeye baslayan
bebeklerin 2/3’linde yiiksek oranda, tamamen anne siitii ile beslenenlerde ise %22 oraninda
Bacteroides fragilis bulunmaktadir. Ayrica, bebeklik doneminde beslenme tipine bagli
olarak anne siitli ile beslenen bebeklerin bagirsaklarinda mama ile beslenenlere gore

Bifidobacterium tiirleri de daha fazla bulunmaktadir.!->38-°

Bebeklik doneminde beslenme basladiktan sonra bakteri c¢esitliligi gittikce
artmaktadir. Yenidoganda bakterilerin kolonizasyonunu inhibe edebilen antikor seviyesi
diisiik oldugundan mikrobiyal kolonizasyon baslayabilmektedir. Erken bebeklik doneminde
sadece yumusak dokulara ait mukozal yiizeyler oldugundan, sert doku yiizeyleri
olmadigindan mikrobiyal tiir ¢esitliligi azdir. Mukozal yiizeylere ve birbirlerine tutunarak

kolonize olan ilk tiirler Actinomyces ve Streptococcus tiirleridir.>>

Ag1z ortaminda en sik bulunan ve kiiltiirli yapilabilen Fusobacterium nucleatum oral
biyofilm olusumunda 6nemli rol oynamaktadir. £ nucleatum“un kolonizasyonunun ardindan
basta aerop bakterilerden Streptococcus, Lactobacillus, Actinomyces ve Neisseria tiirleri
tarafindan ve anaerop bakterilerden Veillonella tiirleri ve Prevotella melaninogenica
kolonizasyonu ile devam eder. Ag1z ortaminda sert doku gérevi goren dislerin slirmesi ile de
disler tizerindeki ¢ukur ve oluklar mikroorganizmalarin kolonize olabilecegi retantif alan

gorevi gordiigiinden mikrobiyal ¢esitligin artmasma neden olur.33%4!

Oral mikrobiyota genel olarak diger bireylerden direkt veya indirekt ge¢is sonucunda
olusmaktadir. Prenatal donemde annenin agiz sagligi ve perinatal donemde antibiyotik
kullanim1 etkisiyle degisirken, postnatal donemde de antibiyotik kullanimi, agiz hijyeni,
cevrede sigara icilmesi ve seker tliketimi gibi faktorlerin etkisinde gelismektedir. Ayrica,
postnatal donemde oral mikrobiyota gelisirken tiikiiriik araciligi ile anne, bakici veya

cevredeki bebeklerden direkt agiz yolu ile veya indirekt ortak ara¢ (emzik, kasik vs.)



kullanim1 ile gecis gerceklesmektedir. Oral mikrobiyota gelisirken en fazla bu gegislerin

etkisiyle ag1z hastaliklar1 gelistigi bilinmektedir.!43%4>-44

1.2. Mikrobiyal Biyofilm Gelisimi

Mikroorganizmalarin iizerinde taze ve kuru doku artiklar1 olan tibbi aletlerin
ylizeyinde, diglerin en dis yiizeyinde bulunan mine dokusu, kalp kapakg¢igi, akciger, orta
kulak gibi dokulara yerleserek, kolonize oldugu ve cogaldig1 bilinmektedir. 18. yiizyilda
mikroorganizmalarin sadece tek hiicre formunda yasamadigr ayni zamanda miisilajindz
yapida hiicre dis1 madde igerisinde kiimeler kurabildigi gosterilmistir. Sonraki yillarda da
hiicrelerin, dokularin ylizeylerine yapisarak kolonize oldugu ve ¢ogalarak olusturdugu bu
tabaka biyofilm olarak adlandirilmistir. Biyofilm tabaka, mikroorganizmalarin canli veya
Ol ylizeylere tutunarak kolonize olmalari, ¢cogalmalar1 ve hiicre disi polimer iireterek

matriks olusumu icerisine gémiilmeleri ile olugsmaktadir,.*0-45:46

Biyofilmin ¢evresi primer polisakkarit tabaka ile kaplanmakta ve mikroskobik
diizeyde incelendiginde, i¢ yapisinda kanal benzeri bosluklarin ve piramit veya mantar
seklinde olusumlarin goriildiigii mercan resiflerindekilere benzeyen yapida goriilmektedir.*
Biyofilmler genellikle organize yapidadir. Biyofilmin alt plak katmanlari daha yogun,
polisakkarit aginin olusturdugu kanal benzeri bosluklarda bulunan mikroorganizmalar,
organik ve inorganik yapilar birlikte bulunmaktadir. Alt biyofilm katmanin iizerinde
goriiniimii sik sik degisen, daha zayif bir tabaka bulunmaktadir. Biyofilme en yakin olan

katman ise altindaki tabakaya gore hareketli, akiskandir.*>4748

Mikrobiyal tiirlerin Ornegin, Streptococcus mutans, Staphylococcus epidermidis,
Legionella pneumophila veya Pseudomonas aeruginosa patojenitesi doku, kateter ve
implant gibi sert yiizeyler iizerinde biyofilm olusturma yetenegi ile baglantilidir.**>° Bu
0zellik, mikroorganizmalarin ii¢ boyutlu yap1 olusturarak antibiyotiklere ve degisen ¢evre
kosullarina daha direngli olmasini saglamaktadir. Bu direng genelde bakteriler arasi iliskide
degisim ve yapilarinda bulunan koruyucu ekzopolisakkarit matriks varlifina bagh
gelismektedir. Ayrica, bulunduklar1 bolgeye gére yapisal olarak da farklilasirlar. Ornegin
oral kavitedeki biyofilm tabakalar, bakterilerin kolonize olduklar1 yumusak ve sert doku
ylizeylerine gore mikrobiyal igerik olarak farklilasir. Ayrica, oral kavitenin en Onemli

Ozelliklerinden olan tiikiirtik varlig1 nedeniyle salinan tiikiiriik proteinleri de bakteriyel



kolonizasyonu etkiler ve viicudun diger bolgelerine gore farkli gesitlilikte mikrobiyal

biyofilm olusumunu saglar.*’

Biyofilmler her zaman zararli olmamakla beraber genel olarak toplum saglhigi i¢in
sorun olusturabilmektedir. Baz1 biyofilmler viicudumuzun normal florasinda bulunur ve
vitamin tretilmesini saglarken, bazilar1 mikroorganizmalarin antibakteriyel ajanlara karsi
direncini arttirdig1 ve tibbi aletlere yapisarak viicutta enfeksiyona neden olabildikleri i¢in

zararli sayilabilmektedir.*6-!

1.2.1. Dental biyofilm olusumu

Biyofilm olusumu ¢ok adimli ve olduk¢a karmasik bir siirectir. Agiz boslugunda bu
stirecin dogru bir sekilde ilerlemesi i¢in birtakim faktorler ve kosullar gereklidir. Agiz
mikrobiyotasi, bireyden bireye hatta ayni1 bireyde, agizdaki farkli alanlarda bile degisiklik
gosterebilir. Farkliliklart ve bu farkliliklara neden olan dinamik ve karmasik iliskiyi
anlayabilmek i¢in agiz i¢i bolgeler, morfolojik ve fizyolojik 6zelliklerine bagli olarak
incelenebilir.%*?° Biiyiime gelisim devam ettikce ag1z ici bdlgelerde farkli mikroorganizma
yasam alanlar1 gelismeye baslar. Farkli anatomik, fizyolojik 6zellikler, oksijen varligt ve
miktari, besin igerigi, 1s1 duyarlilifi ve doku bagisiklik yanit1 gibi farkliliklara bagli olarak
bu yasam alanlarinda mikroorganizma gruplar1 farklilasir. Oral mikroorganizmalarin
kolonize olacagi bolgeyi veya dokuyu segmesindeki en 6nemli faktor yilizey dokusunun
ozellikleridir ve doku ozelliklerine gore bazi tiirler daha baskin hale gelir. Oral mukozada
bulunan yumusak ve dis yiizeyindeki mine gibi sert dokulara kolonize olabilen
mikroorganizma tiirleri farklilik gdstermektedir. Ornegin; S. mutans sert doku yiizeylerine

kolonize olabilmektedir,32>47->2->3

Agizda bulunan bakterilerin 6nemli bir viriilans faktorii, birbirleriyle koagregasyon
yoluyla etkilesime girebilmeleridir. Koagregasyon, bakteriler i¢in fiziksel bir etkilesim yolu
olup, genetik ozelliklerine gore birbiri ile ayn1 yapidaki hiicreler arasinda gelisen etkilesimi
tanimlamaktadir. Koagregasyon ¢iftinden birisi reseptdr genelde polisakkarit yani
karbonhidrat yapisinda ve tamamlayic1 6zellikte olan digeri de adezin protein yapisinda
olup, genetik olarak birbirinden farkli olan bu iki molekiiliin birbirine yapismasini ifade
etmektedir. Bakteri hiicrelerinin koagregasyonu ilk olarak 1970 yilinda bakteri plaginda
goriilmiistiir. Koagregasyon etkilesimleri, biyofilm tabakanin gelisimine iki sekilde yardimci1

olmaktadir. Birinci yol, her bir bakteri hiicresinin gelisen biyofilmde bulunan farkh



genetikteki hiicreleri tanimasi ve hiicrelere adezyonu; ikincisi ise, koagreasyon sonucu

gelisen biyofilme gec kolonize olan bakterilerin adezyonu seklindedir. %4352

Dis yiizeyinde olusan biyofilm tabakanin ana bilesenleri (kuru agirligin %10-20)
glukan, (kuru agirligin %1-2) fruktan ve (kuru maddenin %40) proteinlerdir. Ayrica farkl
seviyedeki yag, kalsiyum, magnezyum, flor ve fosfor iceriginden dolay1 da tiikiiriikten
farklilik gosterir. Hiicresel olarak %80 su igerir.’! Dental biyofilmin yapis1 heterojendir ve
mikroorganizma kitlelerinin aralarinda bakterilere difiizyon yoluyla besin ulastiran
kanalciklar bulunmaktadir. Bu kanalciklar sayesinde, biyofilmde bulunan bakteriler
tarafindan tiretilen maddeler biyofilm icerisinde korunurlar. Bu yiizden farkli bakteri tiirleri

arasindaki metabolik etkilesimlerin tetiklenmemesini saglarlar.*!

Biyofilmin ags1
yapisinda bulunan bosluklar icerisinde polisakkarit, protein, glikoprotein ve lipit yapisinda
organik maddeler bulunur. Ayrica, diseti olugu sivisindan gelen albiimin ve tiikiiriikten gelen
glikoproteinler de dental plakta bulunurlar. Tiikiiriikteki agliitininler ile bakteriler arasinda
ve ayni zamanda mikroorganizmalar arasinda meydana gelen etkilesimler, kolonizasyonu
baslatan hiicrelerden olusan dil past olusumuna neden olabilir. Actinomyces, Streptococcus,
Lactobacillus ve Candida tiirleri bu kolonizasyonu baslatarak biyofilm olusturabilen

mikroorganizmalardandr,*8-52-3:3>-36

Biyofilm igerisinde bulunan inorganik bilesen olarak minerallerden sodyum,
potasyum, flor, kalsiyum ve fosfat yiiksek oranda bulunur. Kaynaklar tiikiiriik oldugu i¢in,
tikiiriik kanallarina yakin yerlerde biyofilm igerisindeki mineral orani yiikseleceginden,
olusan dental plak sertlesmeye baslar. Ornegin, alt ¢enede bulunan 6n keser dislerin dil
tarafindaki yiizeyinde veya iist ¢cene biiylik az1 dislerin yanak tarafindaki ylizeylerinde
biriken dental plak, agiz igerisindeki diger bolgelere gore daha kisa zaman igerisinde
sertlesmektedir. Sistemik hastalig1 bulunan bireylerde olusan biyofilm tabakalarinin igerigi
ve olusum stiresi degiskenlik gostermektedir. Saglikli bireylerde, iki saatte olusan biyofilm
tabakasinda cogunlukla Actinomyces tirleri bulunmaktadir. Streptococcus oralis ve
Streptococcus mitis ise alt1 saat sonrasinda ¢ogunlukta bulunmaktadir. Ge¢ kolonize olan
tirler ise Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia, Eubacterium
tiirleri, Treponema tirleri ve Porphyromonas gingivalis‘dir. F. nucleatum erken ve geg
kolonize olan tiirler arasinda baglanti saglamaktadir. Biyofilm tabaka olgunlastikca gec
kolonize olan bakteri tiirlerinin sayis1 artmaktadir. Biyofilm olusumu sirasinda gerceklesen

bakteri kolonizasyonu, bakteriler arasi mutualist iliskiye bagli olarak artabilmektedir.



Ormnegin, yapilan deneysel ¢alismalarda, Actinomyces naeslundii’nin tiikiiriik igerisinde
kendi basina ¢ogalamadigi ancak S. oralis ile koagregasyonu sonucunda biyofilm tabaka

olusturabildigi gosterilmistir,>6:40:33-57-59

Erken veya diger adiyla birincil kolonize olan bakteriler birbirleriyle koagregasyon
yapabilirken, ge¢ veya ikincil kolonize olan bakterilerle yapamazlar. Ornegin, ge¢ kolonize
olan bakterilerden P. gingivalis, diseti hastaliklarina neden olan 6nemli bir periodontal
patojen olup, erken kolonize olan Streptococcus gordonii ile koagregasyon yapabilir.
S. gordonii ile F. nucleatum koagregasyon yapabilir ancak ge¢ kolonize olan
A. actinomycetemcomitans ile yapamaz. Ge¢ kolonize olan bakteriler birbirleriyle
koagregasyon yapamazken, F. nucleatum ile koagregasyon yapabilirler. F. nucleatum erken
ve gec kolonize olan bakteriler arasinda kdprii gorevi yapar, hatta gec¢ kolonize olan bir¢cok
bakteri F. nucleatum yoksa biyofilm tabakaya katilamaz. Dental plak {izerinde bulunan
anaerop bakterilerden P. gingivalis, F. nucleatum ile koagregasyon yapamazsa dental plakta
yasayamaz. Bakterilerin koagregasyon yapabilmeleri klinikte karsilasilan bazi durumlarin
nedenini de aciklamaktadir. Ornegin, dis ¢iiriigiiniin birincil etkeni olan S. mutans'n
eriskinlerde periodontitis durumunda goriilmemesi P. gingivalisin S. mutans'a

baglanamay1p S. gordonii'ye baglanmas ile agiklanabilmektedir.>*>8-0

1.2.2. Dental plak olusumu

Dental plak yani dis yiizeyinde biriken plak genelde ii¢ adimda olusmaktadir. Ilk
adimda, diizenli fircalama olmamasi, yapisal bozukluk veya seker agirlikli diyet tiiketimi
gibi bir nedenden dolay1 disin dis yiizeyinde pelikil tabaka birikmektedir. Ardindan, dis
fircalamanin halen devam etmemesi ile pelikil tabaka {izerine bakterilerin adezyonu
gerceklestikten sonra, son olarak da bakteriler kolonize oldugu zaman dental plak olusmus
olur. Pelikil tabaka olusumundan kisa bir siire sonra, tabaka iizerinde birbirlerine bagh
mikroorganizmalar kiimeler halinde biiylimeye baslamakta ve bu kiimeler de birbirleriyle
birlesip mikro kolonileri ve bakteriyel kolonileri, daha sonra da biyofilm tabakasini

olusturmaktadir.*0->

Biyofilm tabakaya ilk kolonize olan mikroorganizmalar gram pozitif koklardan
Streptococcus sanguinis ve S. gordonii’dir. Bu asamada, tabakaya kolonize olmus bu
bakteriler arasinda i¢ baglantilar olusur. Aslinda agizda bulunan tiim bakteriler, hiicreler arasi

etkilesimi saglayan ylizey molekiillerine sahiptir. Hiicreler arasi etkilesim siirecinde, en



spesifik olarak bakterilerin hiicre yiizeylerinde bulunan protein ve karbonhidrat
molekiillerinin stereokimyasal etkilesimi ve daha az spesifik olarak hidrofobik, elektrostatik

ve Van der Waals kuvvetler kaynakli etkilesimleri gerceklesmektedir.>%33-58-60

Pelikil tabaka olusumunu takiben, dis yilizeyi mikroorganizmalar i¢in uygun hale
gelmeye baslar ve 24 saat sonunda erken (primer) kolonizasyon gergeklesir. Primer
kolonizasyonda fakiiltatif anaerop gram pozitif koklar yerlesirken, S. sanguinis yiiksek
oranda bulunur. Biyofilmde bulunan mikroorganizmalarin artmasi i¢in gram pozitif basiller
de ortama gelir ve en son gram negatif basillerin gelmesi ile dental plak organize olur. Ilk
kez 1683 yilinda, Leeuwenhoek tarafindan mikroskop altinda dental plaktaki
mikroorganizmalarin varlig1 gosterilmistir. 1924 yilinda J.K. Clarke tarafindan bir ¢ocugun
dis ciirtiglinden Streptococcus izole edilmis ve S. mutans olarak isimlendirilmistir. 1960’11
yillarda ise, deney hayvanlarindaki dis ¢iiriigiiniin bulasici, enfeksiyoz bir hastalik oldugu

gosterilmisgtir, 11:45-52:58:59

Yapilan mikrobiyoloji ¢aligmalarinda, 1 gram plakta yaklasik yiiz milyar bakteri
bulundugu fakat plakta bulunan tiim tiirlerin heniiz bilinmedigi bildirilmistir. Ayrica, dental
plakta bulunan bakteriler ¢esitli olup asagi yukar1 500°den yiizden fazla bakteri ¢esidi
bulunmaktadir.??>% Dental plak ve diseti komsuluguna bagl olarak disetinin iizerinde ve
disetinin altinda bulunan dental plak seklinde olarak ayrilabilir. Ayrica, disetinin iizerinde
biriken dental plak genelde diseti marjin kisminda lokalize oldugundan marjinal plak da
denilmektedir. Disetinin altinda bulunan dental plak ise diseti cebi igerisinde

bulunmaktadir.*%->>

Disetinin iizerinde ve altinda bulunan dental plak icerisinde bakteri tiirleri farklilik
gostermektedir. Digetinin {izerindeki dental plakta bulunan bakteriler arasinda ¢cogunlukla
gram pozitif koklar bulunurken, gram negatif koklar ve spiroketler de bulunabilmektedir.
Disetinin iizerindeki plak genelde iist iiste yigilmig, birikmis katmanlar olarak
goriinmektedir. Disetinin altindaki plakta ise, diseti cebi icerisinde bulunan kan ve diseti
olugu sivist kaynakli ve redoks potansiyeli de diisiik oldugundan anaerop bakteriler
cogunlukta bulunmaktadir. Disetinin altindaki plagin ilk tabakasinda farkli tipte biyofilmlere
neden olurlar. Biyofilm olgunlagmasini, sonraki bakterilerin toplanmasini ve biiylimesini
takip eder. Yedi giin sonra Streptococcus bakterilerinin sayis1 azalirken F. nucleatum’un
sayis1 artar ve 3 hafta sonra ise diseti altindaki plak morfolojik olarak diseti tizerindeki plaga

benzemeye baglar,340:41:5458-63



Diseti tizerindeki biyofilmin mimarisinde dort katman ayirt edilebilir. Biyofilmin ilk
katmanu, iist katmandaki hiicrelere gére daha az floresans sergileyen hiicrelerden olusur. Bu
Actinomyces tiirlerinin varligin1 gosterir. Bu katmanda fizyolojik olarak aktif olmayan veya
Oli hiicreler de bulunabilir. Ara katmanda, floresans1 F. nucleatum ve Tannerella tiirlerini
cogunlukla da Tannerella forsythia’y1 gosteren, ig seklinde bir¢ok hiicre bulunur. Biyofilmin
lictincli katman1 ve ara katman esas olarak Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides adi
verilen ve esas olarak gram negatif bakteriler Zannerella, Prevotella ve Bacteroides
tiirlerinden olusan bir bakteri kiimesinden olusur. Ust biyofilm katmaninin yapisina yonelik
yapilan arastirmalar, spiroketlerin ¢ok sayida kolonize oldugunu gostermistir. Diseti
altindaki biyofilmden daha heterojen olan diseti iizerindeki biyofilmdir. Digeti tizerindeki ve
altindaki biyofilmdeki bakteri tiir ve oranlar1 degisse de S. mutans her iki biyofilmde de ortak

bulunan ve biyofilm tabakanin ana patojeni olarak bilinen bakteridir.*!-%6!

1.3. Streptococcus mutans

S. mutans genelde insanlarda oral mikrobiyotada bulunan gram pozitif, fakiiltatif
anaerop bir bakteridir. Mikroorganizma ilk kez dental biyofilmden izole edilmis ve 1924
yilinda Clarke tarafindan tanimlanmustir.%** Gram pozitif bakterilerden oldugu igin Gram
boyamasi ile koyu mavi veya mor renkte goriinmektedir.®** Agiz icerisindeki sert doku
bolgesi olan disler iizerinde kolonize olarak en sik dis ¢liriigli olusumunda rol oynayan
S. mutans, bakteriyel infektif endokardit ve bakteriyemiye de neden oldugundan ciddi
sistemik sorunlara neden olan firsat¢1 patojen mutans grubu streptokoklarin basinda

gelmektedir.3>¢7

1.3.1. Dental biyofilm olusumununda Streptococcus mutans’n rolii

S. mutans ile ag1iz boslugundaki diger mikroorganizmalar arasinda meydana gelen
etkilesimler, biyofilm olusumunun hem gelisimine hem de inhibisyonuna katkida
bulunabilir. Bu miicadelede sentetik {irlinlerin yani sira probiyotikler ve spesifik
antimikrobiyal proteinler gibi dogal iirlinlerin potansiyelinden yararlanmak 6nemlidir. Bu
maddeler, yapay olarak iiretilmis numunelere kiyasla 6nemli 6l¢iide daha az sayida yan etki
gosterir ve belirli ¢evresel kosullar altinda kullanima uygundur. Bu da iiriinlerin ytiksek

diizeydeki aktivitesinin uzun siire boyunca korunmasina olanak tanir.*!43-54

Ag1z boslugunda kolonize olan mikroorganizmalar arasindaki etkilesimler, biyofilm

gelisimini etkileyen ardisik ana faktorlerdir.5%%%% Mikroorganizmalar arasinda meydana
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gelen etkilesimler bu siirecin hem hizlanmasina hem de engellenmesine neden olabilir.
Dolayisiyla S. mutans'in viriilansi yalnizca agiz boslugunun ¢evresel kosullarina degil, ayn1
zamanda bakteriyel floranin bilesimine de baglidir. Dis ¢iiriigiiniin etiyolojik faktorlerinden
biri olarak S. mutans ile fizyolojik floranin bilesenleri, 6rnegin S. oralis, S. sanguinis veya
Lactobacillus casei arasindaki etkilesimlerin analizi, ikili kiiltlirlerin yapilmasiyla miimkiin

olmustur,>46:63

Kreikemeyer ve arkadaslar’® biyofilm yapisini anlamaya yonelik yaptiklari
calismalarinda Streptococcus’un patojenite belirteclerinin bakteri ylizeyinde gozlenen pilus
benzeri yapidaki uzun filamen yapilarinin kesfi ile baglantili oldugunu bildirmislerdir. Bu
yapilar patojen Streptococcus tirlerinin biyofilm olugturmasinin yani sira konak hiicre ile
dokularina baglanmasinda anahtar rol oynayan adeziv 6zellikler de gostermektedir. Caligma,
Streptococcus pyogenes’in tanimlanan pilusunun bakterinin adezyonundan ve konak hiicre
yiizeylerinde mikro koloni olusumundan sorumlu oldugunu ve 6zellikle insan tikiirigii
etkisiyle agregasyonunu gostermistir. Streptococcus agalactiae’nin patojenitesinde, bu
yapilarin baglanma ve epitel bariyeri gegcmek gibi konak hiicreler ile etkilesime girdigi
gosterilmistir. Ayn1 zamanda biyofilm benzeri yapidaki bakteri kiimelenmesinden de
sorumludur. Streptococcus pneumoniae’nin neden oldugu hastalik patogenezinde
Streptococcus tlrlerinde oldugu gibi adezyon ve kolonizasyon siire¢lerinde etkin oldugu
gosterilmis ve pilus olugma ihtimalinin Streptococcus tiirlerinden diisiik (%30°dan az)

oldugu belirtilmistir.”!

S. mutans 1zolatlarmin biyofilm olusturma yeteneginin insan agiz ortamina kolonize
olan diger Streptococcus tirlerinden daha fazla oldugunu gosteren caligmalar
bulunmaktadir.”* Biyofilm olusturan S. mutans hiicrelerine odaklanan ¢alismalar, biyofilm
olusturan ve planktonik kiiltiirlerle karsilagtirildiginda bazi proteinlerin farkli bir ifade

73

sergiledigini gdstermistir.’”” Biyofilm olusturan hiicrelerin artmis viriilanst planktonik

kiiltiirlere kiyaslaninca diisiik pH’a artmus toleransla iliskilendirilmistir.”!

Ag1z boslugundaki biyofilmler dis minesi, dis kokleri veya dental implantlarin
ylizeyine tutunabilen bakteri suglarinin olusturdugu ii¢ boyutlu yapiya sahiptir. Bu bakteri
suslart ekzopolisakkarit matriks i¢ine gomiiliidiir ve bu biyofilmlerin yapisinda 700’den
fazla bakteri tiirii bulundugu bildirilmistir.®"*”> Ekzopolisakkarit matriksin yapis1 ve
bilesimi, agiz boslugundaki mevcut kosullar ve zaman igindeki degisim ile belirlenir.

Boylece ekzopolisakkarit matriks, biyofilmin fiziksel ve biyokimyasal ozelliklerini
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etkiler.’!"’® Ekzopolisakkarit matriksin birinci kaynag1 glukoztransferaz ve fruktotransferaz,
siikroz ve nigasta hidrolitleri ile etkilesim {irtinleridir. Polisakkarit matriks icerisindeki

ekzopolimerler stabil yap1y1 olusturur ve bakteri hiicrelerinin baglanmasini saglar.>!-’677

Biyofilm olusum siireci tiikiiriik pelikilinin dis yiizeyini kaplamast ile baslar.’’"”> Bu
pelikil yapi, prolinden zengin proteinler, amilaz, lizozom, histatin, peroksidaz, miisin,
lipoteikoik asit ve glukoziltransferaz gibi bakteriyel bilesenlerin olusturdugu tiikiiriikte
bulunan bilesenler tarafindan olusturulur ve 6zellikle sonradan kazanilan mine pelikilina
absorbe edilir.’**’® Sonradan kazanilan mine pelikili, agiz boslugunda kolonize olmus

mikroorganizmalarm indiikledigi biyofilm olusumunun temelini olusturur.>*’8

1.3.2. Streptococcus mutans’m kolonizasyon mekanizmasi

S. mutans hiicreleri ve onlarin ¢okeltileri, pelikil ile siikroz bagimli ve siikroz bagimsiz

olmak iizere 2 mekanizma ile birlesebilir.'**7 Plak olusumunda siikroz bagimli mekanizma

temelinde glukoziltransferaz ve S. mutans ile glukan baglayan proteinlerin birlesimi seklinde
etki gosterir.’!>3638% Glukoziltransferaz, dental plak gelisiminde kritik rol oynar. Siikrozdan
glukan olusumundan sorumludur ve sentezlenen glukanlar sayesinde, mikroorganizmalarin
birbirine ve dis ylizeyine bakteri adezyonunu saglar. Bu siire¢ sayesinde de biyofilmin
temelini olusturan mikro koloniler olusur. Glukoziltransferazin 3 tipinin (B, C, D) her biri
biyofilm olusumunda benzer rol oynadigindan dolay1 birinde ya da hepsinde sorun goriilmesi

biyofilm olusum siirecinde aksaklik yaratabilir.®

Klinik olarak glukoziltransferaz yaklasik 1 dakika gibi kisa bir siirede tiikiiriik pelikili
ile kaplanmis minenin hidroksiapatit yiizeyine absorbe olur. Glukoziltransferaz-B, birincil
olarak ¢oziinmeyen glukandan zengin a-1,3 zincirlerini sentezleyen diger S. mutans
bakterileri ile etkilesimden ve bu etkilesim sonucunda biyofilm yapisini olusturan fazla
farklilasmis mikro kolonilerin olusumundan sorumludur.>*#! Cevredeki glukoz varliginda
aktivitesi anlamli derecede artar ancak bu ender goriilen bir durumdur. Glukoziltransferaz-
D agirlikli olarak ¢oziinebilir, hizli metabolize olan polisakkaritleri olusturur ve

glukoziltransferaz-B i¢in primer gibi davranir.’!#>

Glukoziltransferaz-S enzimi kendi glukoziltransferaz enzimini sentezleyemeyen
bakterilerde, diger bakteri hiicrelerine baglanabilme yetenegini saglar. Bundan dolayzi,
glukoziltransferaz-S ve mikroorganizmalar arasinda gelisen kooperasyon bakteri

hiicrelerinin stabil baglarla giiclii bir sekilde dis yiizeyine baglanabilmesini saglar.’!-’682
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Glukoziltransferaz enzimleri, tiikiirlik bilesenleri ile etkilesime girer. Bu enzimlerden,
amilaz, aktiviteyi ve hidroksiapatit emilimini engeller; lizozom, glukoziltransferaz-B
aktivitesini azaltir fakat enzimler tarafindan olusturulan glukanlarin karakterini etkilemez;

peroksidaz, tiim glukoziltransferaz enzimlerinin aktivitesini inhibe eder.’!->3

Siikroz bagimsiz mekanizma S. mutans’n viriilansi ile ilgili degil tamamen adezyonu

ile ilgilidir. Adezyonun ikinci mekanizmasi olarak kabul edilen siikroz bagimsiz mekanizma,
S. mutans ve sonradan kazanilan mine pelikili arasindaki adeziv partikiillerle etkilesimi
saglamaktadir. Biyofilm olusum siirecinde, tiikiiriik agliitininleri yiizey bakteriyel adezinler
kadar 6nemli rol oynar.**>”# Tiikiiriikte bulunan agliitininler S. mutans’m adezyon ve
agregasyon siirecine bakteri hiicre duvarinda bulunan ve spaP geni tarafindan kodlanan I/11
antijen ile etkilesim sayesinde dahil olur.5*7°#* Bu siirecin, komplike biyofilm yapisindaki
S. mutans’in yasamina yonelik, ana siiriicii kuvvet oldugu kabul edilmektedir. Sonuglar,
tikiiriik agliitininlerinin yoklugunda daha az tatmin edici bir siirecin yani sira, S. mutans'in
yapisma ve biyofilm olusumunun baslangi¢ asamasmin tiikiiriik agliitininleri ve diger
tiikiiriik proteinlerinden yiiksek molekiiler kiitleli miisin veya asidik prolin acisindan zengin
proteinler tarafindan uyarilabilecegini gdstermistir.*>">34 Bu nedenle, biyofilm olusumunu

engellemeyi amaglayan tedaviler, bu mekanizmalara gore yonlendirilmelidir.®

Dis yiizeyinde biriken mikrobiyal biyofilm kaynakli en sik gelisen agiz hastaliklar1 dig
clirigi ve periodontal hastaliklardir. Tim faktorler ve c¢evresel kosullar, ¢esitli
mikroorganizma tiirleri i¢in yeterli bir oral mikrobiyal yasam alan1 saglamaktadir. Bu
hastaliklarin tedavisine yonelik yapilmasi planlanan tiim dental ve sistemik tedavilerin
basinda dis ylizeylerinde olusan dental plagin uzaklastirilmas: gelmektedir. Biyofilm
tabakanin olusumunun Onlenmesi i¢in de dis firgalama aliskanliginin kazandirilmasi ve
antiseptik etki yaratmak amaci ile dis macunu ve gargaralarin kullandirilmasi rutinde tavsiye
edilmektedir. Ancak, son yillarda dis ¢liriiklerinin 6nlenmesi i¢in daha kolay, farmakolojik
olmayan Onlemlerin etkinligi arastirilmaktadir. Bunlarin basinda da probiyotikler

gelmektedir, 837586

Gelismekte olan iilkelerde en Onemli agiz sagligi problemi dig ciirlikleridir. Dis
kayiplarinin 6nlenmesi i¢in bu ¢iiriiklerin tedavisinin yani sira bu ciiriiklerin olusmadan
onlenmesi de cok 6nemlidir. Son yillarda, farmakolojik {iriinlerin yaninda 6zellikle beslenme

tirtinlerinin modifikasyonu ve ¢iiriik olusumunu engelleyecek besinlerin tiikketimi ile bu
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ciirtiklere neden olan a8z ici patojenlerin kolonizasyonunun azaltilmasi sayesinde ¢iiriik

gelisiminin engellenmesi 6zellikle cocukluk ¢aginda dnem kazanmaktadir.%-%7

1.4. Probiyotikler
1.4.1. Probiyotiklerin tarihsel gelisimi

Diinya genelinde insanlar, eski donemlerden beri beslenme amaciyla fermente siit
tiriinlerini kullanmaktadir. Tarihi belgelere gore, eski Yunan medeniyetleri ve Roma’da
peynir ve fermente siit, cocuklarda ve hastalarin konvelesan dénemlerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir.»®® Bu nedenle en eski probiyotik, fermente siitten alman
mikroorganizmalar seklinde kabul edilmektedir. Probiyotik kavrami, 1908 yilinda Nobel
odilli, Elie Metchnikoff’un Kafkas halkinin ve Bulgar kdyliilerinin uzun yillar yasamalari
ile yogurt tiketimi arasinda baglanti kurmasi ve bu durumu agiz yoluyla alinan
laktobasillerin patojen bakterilerin yerlerini almalarina baglanustir.2#% Metchnikoff eksi
siit demek olan yogurtta bulunan yararli mikroorganizmalarin insan dmriinii uzattigini1 “The
Prolongation of Life” adli kitabinda anlatmis ve kitabin basimi ile probiyotiklere duyulan
ilgi artmistir.®! 1917 yilinda Alman Prof. Dr. Alfred Nissle, sigella salgini sirasinda
hastalanmayan Alman askerlerinin gaita 6rneklerinden elde ettigi Escherichia coli’yi
salmonella ve sigelladan hastalanan bireyleri tedavi etmek i¢in kullanmis ve olumlu sonuglar
elde etmistir. Tedavi amagli ilk probiyotik kullanimi olarak tarihe ge¢en bu sus, daha sonra
Escherichia coli Nissle 1917 adimn1 almistir. Bu olay sayesinde bagirsak florasinda bulunan

aerop ve anaerop mikroorganizmalarin rolii de anlasiimaya baslanmstir.%?

Probiyotik terimi 1960’11 yillarda ilk kez Lilly ve Stillwell tarafindan kullanilmistir.
[k probiyotik tanimlamasi ise 1974 yilinda bagirsagm mikrobiyal dengesini saglamaya
yardimc1 organizma veya madde seklinde yapilmis fakat zaman i¢inde tanimui farklilagmustir.
1998 yilinda, probiyotik tanimlamasini sagliga faydali, canli bakteriler veya bu bakterileri
iceren gidalar seklinde, 2002 yilinda ise bu tanim saglifa yararli mikrobiyal hiicre

preparatlari seklinde degismistir.*

Probiyotik terimi i¢in literatiirde cesitli tanimlar bulunmaktadir. Son 50 yilda
kullanilan terimler Tablo 1’de gosterilmektedir.? Probiyotik kavrami Yunanca’da ‘igin’
anlamina gelen ‘pro’ ve ‘yasam’ anlamina gelen ‘bios’ birlesimi olan ‘yasam i¢in’ anlamina

gelmektedir.2%-% Probiyotik terimi ilk kavrandig1 zamanlarda yasami yok eden anlamina
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gelen antibiyotik terimine karsi bir terim olarak ortaya atilmistir. Ancak, giiniimiizde

probiyotik yerine dost bakteriler veya iyi bakteriler isimleri de kullanilmaktadur.%®

Zaman igerisinde degisen probiyotik tanim1 “yeterli miktarda alindiginda konak¢inin

bagirsaklarinda mikrobiyal dengeyi saglayarak sagligi lizerinde olumlu etkileri olan canli

mikroorganizmalar” olarak yapilmis fakat cansiz mikroorganizmalar, biyoaktif bakteri

bilesenleri,

proteinler, polisakkaritler, DNA ve genetigi modifiye edilmis

mikroorganizmalar bu tamima dahil edilmediginden alimenter farmabiyotik teriminin

kullanilmas1 da bir donem giindeme gelmistir.

1,3,89,96-99

Tablo 1.1. Probiyotikler i¢in yillar i¢erisinde yapilmis tanimlamalar

Yil Yazar adi Tanim
Probiyotikler bitkisel besinlerde bulunan
1953 Kollath vitaminler, aromatik bilesikler, enzimler ve yasamsal
islevlerimizde rolii olan diger bilesiklerdir.
1954 Vergin Probiyotikler antibiyotiklerin karsitidir.
1955 Kolb ‘” Antipiyotiklerin istenmeyen etkileri probiyotikler
ile dnlenebilir.
Bir mikroorganizma tarafindan salgilanan, bir
1965 Lily ve Stillwell | baska mikroorganizmanin ¢ogalmasini uyaran
bilesiktir.
1971 Sperti Mikroorganizmalarin ¢ogalmasini artiran doku
ekstraktlaridir.
Konakg¢ida enfeksiyonlara direnci artiran fakat in-
1973 Fuji ve Cook vitro olarak mikroorganizmalarin ¢ogalmasini inhibe
etmeyen bilesiklerdir.
1974 Parker Baglrsak'larda mik'robiyal dengeni'n sagl.anmasma
katkis1 olan mikroorganizma veya bilesiklerdir.
Mikrobiyal dengeyi saglayarak konake¢1 hayvanin
1992 Fuller sagligini olumlu etkileyen, canli mikroorganizma
iceren beslenme destegidir.
Bir insan veya hayvana uygulandiginda endojen
Havenaar ve floranin 6zelliklerini gelistirerek saglig tizerinde
1992 . o o .
Huis Int’Veld olumlu etkileri olan canli bir mikroorganizma veya
cesitli mikroorganizmalarin karisimidir.
Konakg¢inin sagligini ve beslenme durumunu
1996 Salminen olumlu etkileyen kiiltiire siit tirlinleri veya canli kiiltiire
mikroorganizmalardir.
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Temel besleyici 6zelliklerinin 6tesinde yeterli
1996 Schaffsma miktarda alindiginda saglik izerinde olumlu etkileri
olan canli mikroorganizmalardir.

Salminen, Konakginin sagligi ve iyi olma hali iizerinde
1999 Ouwehand olumlu etkileri olan canli mikrobiyal hiicre preparatlari
Benno ve Lee veya hiicre bilesenleridir.

Konak¢inin bir kompartmaninda bulunan
. ikrofl gistirerek (implant
Schrezenmeir ve mi o. oray1 degistirerek (implan asyqn veya
2001 kolonizasyonla) konak¢ida olumlu etkiler yapan canli
de Vrese e . . .
ve belirli mikroorganizmalar yeterli miktarda igeren
bir iiriin veya preparattir.

Yeterli miktarda alindiginda konak¢inin sagligina

2002 GTO/DSO olumlu katkilar1 olan canli mikroorganizmalardir.

1.4.2. Probiyotik tamimi ve genel ozellikleri

Hastaliklar1 1iyilestirmek veya bagisiklik sistemini desteklemek amaciyla canhi
mikroorganizmalarin kullanilmas: fikri 20. ylizy1ilin baglarinda ortaya atilmistir. Giiniimiizde
ise probiyotikler, ek olarak veya gidalarin i¢cinde bulunan, canliligini devam ettiren ve
sayisin1 koruyan, konagin mikrobiyotasint olumlu yonde degistiren ve konak dokunun
sagligini 1iyilestiren {irtinler seklinde tanimlanmaktadir. Probiyotikler, potansiyel olarak
faydal1 mikroorganizma igeren diyet takviyeleri oldugundan konakgi1 sagligina faydalidirlar.
Bu nedenle bakteriyoterapi amaciyla da kullanilmaktadirlar. Zaman igerisinde tanimu stirekli
degisiklik gostermesine ragmen bir mikroorganizmanin ideal probiyotik tanimi altinda kabul
edilebilmesi i¢in bazi genel Ozelliklere sahip olmast beklenmektedir. Bu genel

ozellikler;!-86:92.93.95

e Mikroorganizmanin canli olmasi,

¢ Normal mikroflora iizerinde olumsuz etki birakan patojen bakterileri etkilemesi, yani
yararli olmasi,

¢ Konak i¢in risk tasimamasi yani patojen veya viriilan 6zellikte olmamasi,

¢ Gastrointestinal sistemde yasayabilme ve metabolize olabilme 6zelligi,

e Kullanilacagi konakg1 kaynakli olmast,

e Uygun kosullar saglandiginda iiretim ve depolama siireci i¢inde stabil ve canli
kalabilmesi,

e Diisiik asit diizeylerine dayanabilme ve agiz i¢i mikroflorada genetik stabilite

saglayabilmesi,
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e Bagka bir ortamda tirememesi,
e Invazyon yapmamasi ve

¢ Karsinojenik potansiyel gostermemesidir.

Ayrica, her probiyotikte olmasi istenen ancak zorunlu olmayan o6zellikler de

bulunmaktadir. Bunlar: 8!

* Asidik ortam ve safra tuzlarina direngli olmasi,
* Mukoza yiizeyine tutunabilmesi,

* Gastrointestinal sistemde gegici kolonizasyonu,
* Dogal floraya adaptasyonu ve denge saglamasi,
* Antibiyotiklere duyarli olmasi,

* Antimikrobiyal maddeler iiretebilmesi,

* Giivenilir sekilde besinlere eklenebilmesi ve

* Klinik etkinliginin kanitlanmis olmasidir.

Ornegin, Streptococcus thermophilus asidik pH ve safra tuzlarina direngli olmamasina
ragmen gastrointestinal sistemde laktaz salgilayarak probiyotik mikroorganizmalardan
beklenen etkiyi saglayabilen yararli mikroorganizmalardandir. Ayrica, probiyotik olarak
tanimlanacak bakteri, laboratuvarda tamamen izole edilmis olmali, antibiyotik direng
spektrumu karakterize edilmeli, metabolik ve hemolitik aktiviteleri, toksin {iretebilme
becerileri, immiin sistemi baskilanmis hayvan modeline etkileri ve insanlardaki yan etki

profilleri tamamen tanimlanarak klinik etkinligi kanitlanmis olmalidir, 38!

Probiyotiklerin etkin kullanim1 diisiintildiiglinde, probiyotik olarak segilecek
mikroorganizma ve hazirlanan farmasétik formundan beklenen bazi spesifik 6zellikler
bulunmaktadir. Segilen farmasdtik formun probiyotik mikroorganizmanin ozelliklerini
desteklemesi veya artirmasi beklenmektedir. Mikroorganizmanin stabil yapisin1 korumasi
yani Uretimi sonrasinda canliligini devam ettirebilmesi, fajlara direngli olmasindan dolay1
bakteriyofajlar tarafindan genetik materyalinin degisiklik gostermemesi, {iriin i¢inde canl
kalabilmesi, damakta kotii tat birakmamasi, oksijene direngli olmasi ve liyofilize preparat
haline getirilebilmesi de istenilen dzellikler arasinda sayilabilir.”®*”-1% Probiyotiklerin cogu
gastrointestinal kanalin alt bolgelerinde siirekli kolonize olmaz, en yogun kolonizasyon
gosteren suslar bile alindiktan 1-2 hafta sonra gaitadan izole edilebilir. Bu yiizden,

kolonizasyonun saglanabilmesi igin probiyotiklerin diizenli kullanimi gereklidir.!%!
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Probiyotik olarak bir susun tercih edilmesinde ise; mikroflora i¢inde kolay tanimlanmasi,
uzun siireli etki gosterebilmesi i¢in konak dokuda gegici de olsa kolonize olabilmesi, konak
dokuda sistemik toksisite, immiinolojik duyarliliga ve mikroorganizmalarin direng

gelistirmesine neden olmamasi seklinde &zetlenebilmektedir.®
1.4.3. Probiyotik mikroorganizmalar

Probiyotik mikroorganizmalar bakteri veya maya tiirlerinden olabilir. Probiyotik
olarak kullanilan ¢ogu mikroorganizma laktik asit {lireten bakteri grubundandir. Bu
mikroorganizmalarin ¢ogu Lactobacillus ve Bifidobacterium ailelerinden ve bir mantar olan
Saccharomyces boulardii’dir.*>'92 Baslicalar1 Lactobacillus acidophilus, L.  caseli,
Lactobacillus lactis, Lactobacillus  helveticus, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus johnsonii,
Lactobacillus reuteri, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus delbrueckii, S. thermophilus,
Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium
breve, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium subitilis, Bacillus
subitilis, Bacillus cereus, E. coli Nissle 1917 ve S. boulardii’dir. Bu probiyotik
mikroorganizmalarin genel saglik tizerindeki etkileri Tablo 2’de Ozetlenmistir. Bu
mikroorganizmalar arasindan en ¢ok arastirillan ve etkinligi kabul edilmis
mikroorganizmalar L. rhamnosus GG, Saccharomyces cerevisiae boulardii, Lactobacillus
casei shirota ve Bifidobacterium animalis’dir. Escherichia ve Enterococcus tiirlerinin de

probiyotik olarak kullanimi bildirilmistir,!88-1-101

Tablo 1.2. En sik kullanilan probiyotik mikroorganizmalarin genel saglik iizerindeki etkileri

Mikroorganizmalar Saghk iizerindeki etkileri

Inek siitii ve rotaviriislerin mukoza defekti yaratma etkisini
azaltir. Rotaviriislerin neden oldugu ishal, seyahat ishalleri ve
antibiyotik iligkili ishal siiresini kisaltabilir. Immiin yanit:
giiclendirir. Inek siitii iliskili atopik egzama Onleme ve
tedavisinde, vajinozis ve vajinit tedavisinde kullanilir.

Lactobacillus
rhamnosus

Ishal siddet ve siiresini azaltir. Gastrointestinal kanalda immiin
Lactobacillus casei sistemi stimiile eder. Crohn hastalifi semptomlarini hafifletir.
Giiglii antimikrobiyal 6zelliklere sahiptir.

Bakteri ve viriislere bagl ishalleri onler. Laktoz intoleransi,
rotaviriis ve Clostridium difficile ishalleri ve antibiyotik iligkili
ishallerde en etkili mikroorganizmadir.

Lactobacillus casei
Shirota
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Laktik asit salgilayarak bagirsak limeninde pH disiiriir,
Salmonella ve E. coli gibi patojenlerin ¢ogalmasina engel olur.

Lactobacillus . . )
) ) Antikor yanit1 ve serokonversiyon hizini artirir. Nekrotizan
acidophilus s C r
enterokolit gelisimini Onlemede, radyasyon enteritlerinde,
vajinozis ve vajinit tedavisinde kullanilir.
Lactobacillus Helicobacter pylori yogunlugu, inflamasyon ve gastrit
johnsonii aktivitesini azaltir. Immiin yanit: giiclendirir.
) Enzim aktivitelerini azaltarak karsinojenik maddelerin ortaya
Lactobacillus e o
cikisint engelleyen kisa zincirli yag asitleri iretir. Irritabl
plantarum B g . .
bagirsak sendromunda etkilidir. Immiin yanit1 gii¢lendirir.
Lactobacillus e er ere - . e
) Antibiyotik iligkili ishallerin 6nlenmesinde etkilidir.
bulgaricus

Lactobacillus reuteri

Akut ¢ocukluk ishallerinin tedavisinde, vajinozis ve vajinitlerde
kullanilir.

Bifidobacterium breve

Anti-rotaviriis IgA ve anti-influenza viriis antikorlarini artirarak
humoral immiin sistemi aktive eder.

Bifidobacterium Ishal sikligini azaltir. Serokonversiyon hizi ve antikor yaniti
bifidum artirir. Nekrotizan enterokolit gelisimini dnlemede etkindir.
.Bﬁdoéacterzum Ishal ve kabizl1g1 6nler. irritabl bagirsak sendromunda kullanilir.
infantis

Bifidobacterium Normal motilite saglar. Cocuk ve eriskinlerde akut ishal riskini
animalis azaltir. Trritabl bagirsak sendromunda kullanilir.

Lactobacillus lactis

Immiin yanit1 giiglendirir. Inek siitii iliskili atopik egzama
onleme ve tedavisinde etkilidir.

Saccharomyces Seyahat ishallerini ve patojenlere bagli kolit ve enterokolit
cerevisiae gelisimini onler.
Sacch

decharomyces Antibiyotik iliskili ishal gelisme riski ve siiresini azaltir.
boulardii

1.4.3.1. Lactobacillus tiirleri

Spor olusturmayan anaerop veya mikroaerofilik gram pozitif basillerdir.® Agiz

boslugundan, genelde dis plagi ve dilden izole edilebilir. Kiiltiirii yapilabilen toplam

mikrofloranin %]1’den azini1 olustururlar. Dislerin kron ve kok kisimlarinin en dis yiizeyleri

olan mine ve sement ylizeylerindeki ciiriiklerden izole edilebilirler. Oral mikrobiyotanin

onemli bir ¢ogunlugunu Lactobacillus tiirleri olustururken, patojen 6zellik gosteren tipleri

oldugu gibi probiyotik 6zellik gosteren tipleri de bulunmaktadir. Oral mikrobiyotada en fazla

bulunan tiirler L. salivarius, L. plantarum, L. fermentum, Lactobacillus brevis ve L. casei

‘dir. Yenidoganda L. acidophilus bulunurken bebek biiylidiik¢e oral floradaki miktari 2 yasa

kadar siirekli azalir.*
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Oral mikrobiyotada kolonize olabilen patojen tiirlerinden, L. acidophilus ve L. casei
dis ylizeyinde biriken dental plaktan izole edilirken tiikiiriik, dil ve digeti oluklarindan ender
izole edilmektedir. Derin ¢iiriiklerden ve enfekte kok kanallarindan ise L. fermentum izole
edilmektedir. Ayrica, L. salivarius’un da S. mutans kolonizasyonu iizerine etkisini
degerlendiren calismalarda, S. mutans sayist lizerinde hem azaltict hem de artirict etki
gosterebildigi yani hem patojen hem probiyotik etkinligi oldugu bildirilmistir.!%-1%
Gastrointestinal sistemde bulunan zorunlu heterofermentatif 6zellikteki L. reuteri ile yapilan
caligmalarda ise S. mutans’n oral dokularda kolonizasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Bu
yliizden de dis c¢lriiglinii azaltma amaciyla kullanilmasi tavsiye edilen probiyotik

mikroorganizmalardan birisidir, '0%:106-108

1.4.3.2. Streptococcus salivarius

Streptococcus  salivarius gram pozitif, fakiiltatif anaerop laktik asit iireten
bakterilerdendir. Dental plakta genellikle zincirler halinde iiredigi goriilmektedir.®
S. salivarius, insanlarin ag1z boslugunda ve tist solunum yollarinda dogumdan sadece birkag
saat sonra kolonize olarak patojen bakterilerin kolonizasyonunu onlemede bagisiklik
sistemine yardimei olur. Salivarius grubu streptokoklardan olan S. salivarius oral mukozada
yaygin olarak bulunmakla beraber dil ve tiikiiriikteki normal mikrobiyota elemanlarindandir.
Genelde saglikli bolgelerde bulunmakla beraber nadiren firsatg1 patojen olarak kabul edilir.
Ornegin, notropenisi olan bireylerde sepsise neden oldugunu gdsteren olgular

bulunmaktadir.*®

Oral mikrobiyotada bulunan S. salivarius, S. gordonii, S. mitis, S. oralis ve S. sanguinis
gibi streptokok grubu diger oral mikrobiyota tiirlerine benzer sekilde alkolii asetaldehite
metabolize ederek karyojenik bakteri gibi davranabilir.!® Normal sartlarda, dogal oral
mikrobiyotanin baskin bir iiyesi olan S. salivarius’un obezite goriilen ¢ocuklarda az sayida
bulundugu bildirilmistir. Mutualist oral bakterilerden olan S. salivarius, probiyotik
mikroorganizma olarak kullanimi az arastirilmis olmasina ragmen yapilan arastirmalarda

umut verici sonuglar vermekte ve ileri arastirmalarda kullanilmasi tavsiye edilmektedir..>!!°

S. salivarius K12, agiz boslugunun mikrobiyal ekolojisinde erken donemde kolonize
olan ve dil iizerinden izole edilebilen bir tiirdiir. A1z saglig1 i¢in 6zel olarak gelistirilen ilk
probiyotik olan S. salivarius K12, uzun yillardir A grubu streptokok farenjiti ve agiz

kokusuna kars1 oral probiyotik olarak tavsiye edilmektedir. S. salivarius K12 igeren tablet
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seklindeki oral probiyotik 2011 yilinda A.B.D. Gida ve ilag idaresi’nden BLIS K12™ firma
adiyla onay almustir.!'!'2 K12 susunun, insan ve hayvan modellerinde yapilan deneylerde,
bakteriyosinler grubundan salivarisin A ve B iireterek antibakteriyel ajan gibi davrandigi bu

nedenle de probiyotik mikroorganizma sayilmasi gerektigi bildirilmistir.!!3-116

Ag1z saglhigina yonelik yapilan arastirmalar sirasinda S. salivarius M18 susunun da
probiyotik etkinligi fark edildiginden gelistirilen ikinci probiyotik de S. salivarius M18
(BLIS M18™) olmustur. S. salivarius M18’in kullanildig: klinik ¢alismada, M18'in belirli
S.  mutans suslarmin in-vitro billylimesini inhibe ettigi ve sayilarim azalttig
bildirilmistir.!'>16117 Ancak simdiye kadar ¢ok az sayida ¢alisma ile S. salivarius suslarinin
probiyotik 6zellikleri degerlendirilmistir. S. salivarius’a yonelik yapilan taramalar sirasinda
cliriiksiiz bir cocugun dis plagindan S. salivarius LAB813 susu izole edilmis bu nedenle K12

ve M18 disinda probiyotik dzellikte suslarn varliginin arastirilmasi énerilmektedir, 10116118

1.4.4. Probiyotiklerin etki mekanizmalari

Probiyotiklerin etki mekanizmalari net bilinmemekle beraber en sik kullanilan
probiyotik mikroorganizmalarin etki mekanizmalari lizerinde durulmaktadir. Probiyotiklerin
savunma ve koruma iglevlerini yerine getirmesinde farkli mekanizmalar rol oynamaktadir.
Ornegin; bagirsak liimenindeki besinler, yer ve mukozaya tutunma igin patojen bakteriler ile
yarigir. Bu yaris sirasinda probiyotik mikroorganizmalar miisin yapimini artirarak
patojenlerin bagirsak epiteline zarar vermesini engeller. Bu sayede hiicre gegirgenligini
azaltarak bagirsak epitelinin bariyer islevini gii¢lendirir. Defensin gibi antimikrobiyal
peptitlerin salgilanmasi da mukoza bariyerinin giiclenmesine yardimci olur.'* Prokarsinojen
madde iiretiminde rolii olan enzimlerin aktivitesini inhibe eder, ksenobiyotiklerin
parcalanmasini saglar. Probiyotiklerin etki mekanizmasi bu yollardan birisi olabilecegi gibi
birden fazlas1 da olabilir. Etki mekanizmalar1 kullanilan probiyotik mikroorganizmanin

tiiriine, dzelliklerine ve hedef bdlgeye cok baglidir.!>®

Probiyotiklerin bagirsak fonksiyonlar1 T{izerine etkileri gidalarin sindirimini
kolaylastirmak (6rnegin; laktoz intoleransinda) ve su ile elektrolit emilimini artirmak
(6rnegin; ishalde) seklindedir.>**> Bu etkileri de, probiyotiklerin etki mekanizmalarindan
olan fiziksel bariyer olusturma gorevi paraseliiler gecirgenligin dengelenmesi, mukozanin
trofik  fonksiyonunun yeniden olusturulmasi, viskoelastik mukus bariyerinin

sekillendirilmesiyle saglamaktadir. Fonksiyonel bariyer gorevi ise intestinal epitelyal
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lenfositlerin ve immunglobulin olusturan hiicrelerin ve inflamasyondan sorumlu
medyatorlerin ~ salinmasiyla  saglanmaktadir.  Probiyotikler, lamina  propriadaki
immiinglobulin A (IgA) iireten hiicrelerin yapimini artirarak salgisal IgA salgilamaktadir. Bu
antikorlar, bakteri ve bakteri antijenlerine baglanarak epitel dokuya kolonizasyonu
engellemekte ve bu sayede bagirsak homeostazini desteklemektedir. Ornegin, Rotaviriis’e
bagl diyare goriilen c¢ocuklara B. bifidum ve S. thermophilus igeren probiyotikler
verildiginde hizli bir IgA ve immiinglobulin M serokonversiyonu gdzlenmistir. Ayrica,
endiistriyel olarak, fermente siit iiriinlerinin liretiminde kullanilan laktobasiller de B-
galaktozidaz enzimi ile siit triinlerindeki laktoz konsantrasyonunu azaltarak sindirimi

kolaylastirir."-17%8

Probiyotiklerin etki mekanizmalarindan birisi de bagisik yaniti diizenlemesidir. Daha
once yapilan hayvan c¢alismalarinda, probiyotiklerin lenfosit ve makrofajlar lizerindeki
fagositik aktivitesini artirarak bagisiklik sistemini giiclendirdigi bildirilmistir,!*!174
Probiyotiklerin etki mekanizmasi genel olarak bagirsak mikrobiyotasi tizerinde galigilmistir.
Bu etki mekanizmalar1 bagirsak mikrobiyotasin1 diizenler ve stabilize eder. Bazi
probiyotikler bagirsak inflamatuar yanitini, epitel hiicreler lizerinde apoptotik olmayan etki
yaparak inhibe eder. Bu yiizden, probiyotikler ilk savunma mekanizmasi olan dogal 6ldiiriicti
hiicre aktivitesini artirir. Bazi laktobasil suslari dendritik hiicrelerin maturasyonunu da
uyarabilir. Ayrica, bazi probiyotiklerin dogrudan immiin diizenleyici etkileri vardir ve
Immiinglobulin E yapimini baskilayarak alerji aracili yanitlari diizenlerler. Kolit ve irritabl
bagirsak sendromu da dahil ¢esitli proinflamatuar hastaliklarda interferon-y, TNF-q, IL-10
ve IL-12 yapimini azaltabilir. IgA ve salgisal IgA yapimini artirarak humoral immiiniteyi
giiclendirir. Fagositoz ve dogal oldiiriicii hiicre aktivitesini, hiicre aracili immiinite ve

patojenlere kars1 6zgiil immiin yanitlari arttirir, 122124

Probiyotiklerin laktik asit iiretimi ile patojen mikroorganizmalara karsi sagladig:

savunma mekanizmalari:

¢ Liimenin asiditesini diisiirmek,

¢ Besin kaynaklari i¢in rekabet etmek,

e Epitel hiicrelerindeki B-defensin yapimini artirarak patojen mikroorganizmalarin
cogalmasini engellemek,

¢ Antimikrobiyal mikrosin, hidrojen peroksit ve serbest radikaller iiretmek seklindedir.
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En sik kullanilan probiyotik mikroorganizmalar olan Lactobacillus ve Bifidobacterium
tirleri laktik asit, asetik asit ve propiyonik asit {lireterek bagirsak liimenindeki asiditeyi
diisiirerek patojen bakterilerin iiremesini baskilar ve bagirsak mikrobiyotasinda denge
kurulmasini saglar. Ancak genellikle probiyotiklerin etki gostermesi sirasinda birden fazla
mekanizmanm rol oynadigi kabul edilmektedir.!?*'* Bu mekanizmalarin, farkli
probiyotiklere ve kullanilan suslara gore farklilik gosterdigi, buna bagl olarak etkinliginin
de kullanilan miktar ve tasinma yoluna gore de degistigi bildirilmistir. Bu ylizden, bir
probiyotik bakterinin etki mekanizmasinin tiim probiyotik mikroorganizmalarda olmasi

beklenemez, tiire 6zgii arastirmalar yapilmasi gereklidir.”>!

Lactobacillus grubundaki bazi probiyotik mikroorganizmalar (6rnegin L. plantarum)
karbonhidratlar 6zellikle mannoz aracigiyla yiizeye tutunmaktadir. E. coli, Enterobacter,
Klebsiella, Salmonella, Shigella, Pseudomonas ve Vibrio cholerae da aym reseptorleri
kullandigindan, bu grup probiyotikler reseptorlere baglanirken yarigsmalarinin
enfeksiyonlarin 6nlenmesinde etkili yollardan birisi oldugu diistiniilmektedir. Ayrica, goblet
hiicrelerinden salinan ve koruyucu bir mekanizma olan miisin salinimint MUC2 ve MUC3
mRNA ekspresyonunu uyararak artiran L. plantarum, bu sayede patojen
E. coli O157:H7’nin bagirsaklara tutunmasini 6nleyebilmektedir. Bundan dolay1 E. coli’yi
ayit edip konak dokuyu veya bolgeyi zararli etkilerinden koruyup ve tolerans

gosterebilmektedir.”

Baz1 probiyotik mikroorganizmalarin (B. longum ve Bacterodies thetaiotamicron) etki
gosterebilmesi i¢in kolon mikrobiyotasina kalict olarak kolonize olmasi gerekirken
bazilarinin (L. casei ve B. animalis) etki gdstermesi i¢in gecici bir siire i¢in, kolonize
olmadan mikrobiyotayla etkilesmesi yeterlidir.”>!>>!26 Probiyotikler hidrojen peroksit,
organik asit, bakteriyosin ve biyosiirfektan {iiretir ki, bu postbiyotikler bazi patojen
mikroorganizmalar iizerinde toksik etki yaratabilir.'*> Ornegin L. rhamnosus GG salgiladig
diisiik molekiil agirlikli madde sayesinde ¢ok sayida gram pozitif, gram negatif, fakiiltatif
anaerop ve anaerop bakterileri inhibe eder. Ayrica, S. boulardii de C. difficile

enfeksiyonlarinda salman A ve B toksinlerinin toksisitesini azaltabilen bir proteaz iiretir.!?*

Probiyotiklerin kanitlanmig etki mekanizmalari su sekilde dzetlenebilir:36-9%7

e Tutunma bdlgeleri ve besinler i¢gin patojen mikroorganizmalar ile rekabet,

e Mikrobiyal toksinlerin etkisinin inhibisyonu,
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¢ [gA yapiminin stimiilasyonu,

¢ Bagirsak mukozasina trofik etki,

e Epitel ylizeyinde asiditeyi devam ettirme,

¢ Patojen bakteri ve mantarlar i¢in antagonist olan hidrojen peroksit iiretimi,
¢ Antimikrobiyal mikrosin tiretimi,

e Epitelyum hiicreleri i¢in enerji kaynagi olan maddeler iiretme,

e iImmiin sistemi uyarici etkisi,

¢ Enfeksiyonlara kars1 mukoza direncinin devamliliginin saglanmasi ve

¢ Karsinojen ve mutajen iiretiminin azaltilmasi olarak gruplanabilmektedir.

1.4.5. Probiyoetiklerin oral mikrobiyotaya kolonizasyonu

Probiyotik etki mekanizmalar1 tam olarak anlasilmamakla birlikte bdlgesel olarak
kiimelenme, rekabetci inhibisyon ve bakteriyel iiretiminin yam sira sistemik olarak da
bagisiklik sistemi temelli yollara dayandigi diisiiniilmektedir.!"” Benzer sekilde, agiz
hastaliklarindan dis ¢iirtiglinii azaltmak i¢in agiz boslugunun mikrobiyotasini degistirmede
ozellikle S. mutans seviyelesinin diisiliriilmesinde basarili bulunmustur. Ayrica, biyofilm
olusumu sirasinda da Lactobacillus tirii probiyotikler eklendiginde S. mutans'in

kolonizasyonu siddetle inhibe edilmistir.'*°

Probiyotiklerin S. mutans eliminasyonundaki etkinligi incelendiginde genel olarak
dental plak ile etkilesime girdigi ve bir¢ok etki mekanizmasi ile S. mutans sayisini
azaltabildigi gorlilmistiir. Probiyotikler, dental plak ile dogrudan etkilesime girerek oral
mikrobiyotada bulunan mikroorganizmalar1 proteinlere baglayarak etkisiz hale
getirebilmektedir. Plak {izerindeki bakteri yapisma yerleri i¢in patojen bakterilerle yarigarak
plagin yapisin1 ve ekosistemini degistirebilmektedir. Dis yiizeyinde koruyucu bir astar
gorevi goren kendi biyofilm tabakalarini olusturarak patojen bakterilerin dis iizerinde
kolonizasyonunu engelleyebilmektedir. Bakteri {iremesi i¢in gerekli substrati tiiketir ve
ortama Uretilen kimyasallar ile agiz igerisinde bulunan bakterilerin ¢ogalmasini inhibe
edebilmektedir. Probiyotiklerin etki mekanizmasi kapsaminda, trettikleri organik asitler,
hidrojen peroksit ve bakteriyosinler patojen bakterilere kars1 antimikrobiyal etki gostererek
direkt yoldan yarar saglayabilmekte, dolayli yoldan ise sistemik bagisiklik yanitint modiile
ederek etki gostermektedirler. Ayrica, agiz i¢i lokal immiiniteyi arttirmak, mukozal

gecirgenligi diizenlemek ve serbest elektronlar1 nétralize ederek plak olusumunu da
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engelleyebilmektedirler. Yani, antioksidan olarak etki ettigi gibi antioksidan da

tiretebilmektedir.'2°

Mikrobiyota ve mukoza, mukus ile mukozal engeli olusturur ki bu yap1 llimende
bulunan immiinolojik veya patojenik potansiyel tasiyan tiim faktorlere karst en 6nemli
savunma sistemidir. Epitel dokusu, mikrobiyotaya ait organik besin kalintilar1 ve salgilar
(tiikiiriik, gastrik ve pankreatik salgilar, safra, bagirsak salgilar) 6zgiil bagirsak iligkili
lenfoid dokudan ayirmaktadir. Ancak, mikrobiyotada meydana gelen degisimler enfeksiyon,
inflamatuar ve alerjik hastaliklar ve immiinolojik sorunlarin gelismesine de neden
olmaktadir. Bundan dolay1, bagirsak iliskili olan veya olmayan ¢ok sayida hastaligin
bagirsak mukozasi savunma sistemindeki aksakliklardan kaynaklandigi varsayilmaktadir.
Bu hastaliklar arasinda astim, egzama, alerjik rinit gibi atopik hastaliklar ve multipl skleroz,
tip 1 diyabet ve kronik inflamatuar bagirsak hastaliklari1 gibi otoimmiin hastaliklar sayilabilir.

Bagisiklik sisteminin gelisiminde genetik alt yap1 da 6nemli etkenlerden biridir.

Mikrofloranin degerinin anlasilmasinin ardindan saglikli olma durumunun
devamliligin1 saglamak i¢in probiyotik mikroorganizmalarin kullaniminin ne derecede etkin
olabilecegi arastirilmaktadir. Canli ve cansiz probiyotik bakterilerinin yararli ve zararh
etkilerinin arastirilmasi ile probiyotiklerin ikili (dual) etkileri oldugu sonucuna varilmstir.
Canli mikroorganizmalar mikrobiyota ve bagisiklik yaniti, cansiz hiicre bilesenleri ise anti-
inflamatuar yanit1 etkilemektedir. Cansiz hiicre miktarindaki degisiklik, canli probiyotiklere
olan yanit degiskenligini agiklamaktadir. Canli olmayan probiyotik {irlinlerinin giivenli ve

daha uzun raf 6mriine sahip olmalar1 gibi avantajlari vardir, 63121

1.4.6. Probiyotiklerin uygulanma sekilleri

Probiyotik mikroorganizmalar dogal olarak viicut igerisinde bulunabildikleri gibi
disardan da bir takviye iiriin ya da yiyecek igerisinde de alinabilir. Fonksiyonel gidalarla
birlestirilebilir, karistirilabilir veya bu gidalarin icerisinde dogal olarak bulunabilirler.!
Probiyotik mikroorganizmalar tedavi edici olarak tavsiye edilebildikleri gibi destek tedavi
amaciyla da kullanilabilirler. Buradaki amag, probiyotiklerin de diger ilaclar gibi maksimum
etki gosterebilecekleri formlarda kullanilmasidir. Probiyotiklerin kullanim sekilleri, siit ve
stit tirtinlerine eklenerek kullanildiklarinda etkilerinin arttig1 veya daha uzun siireli oldugu
calismalarla gosterilmistir.®”-1%%!126 Piyasada en sik goriilen probiyotiklere ait farmasétik

sekiller tablet, kapsiil, damla ve sase formlaridir. Tablet ve kapsiil formlar1 oral yolla
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alinarak, sase ve damla formunda olanlar ise yiyeceklere eklenerek kullanilmalar
onerilmektedir.!!"12133 Ayrica, calismalarda probiyotik mikroorganizmalarin etkinliginin
artirilmasi icin mukoza ile temasinin artmasi gerektigi vurgulanmis ve hatta Caglar ve
arkadaslar1 emziklere probiyotik mikroorganizma igeren pastilleri yerlestirerek calisma
yapmuslardir.!*? Literatiirde yapilan diger calismalarda da dondurmaya, sakiza, gargaraya

probiyotik mikroorganizma eklenerek de etkinlikleri degerlendirilmistir, !06:127-128

1.4.7. Probiyotiklerin kullanim alanlari

Probiyotikler esas olarak gastrointestinal hastaliklarin destek tedavisinde kullanilir.
Probiyotik mikroorganizmalar, 6zellikle sindirim sisteminde kolonize olarak sistemde
bulunan patojen mikroorganizmalarin adezyonunu ve kolonizasyonunu = ¢esitli

mekanizmalarla engellemektedir.!-287-90-92

Insanlarda, gastrointestinal sistemde yer alan bakteri popiilasyonu ileri derecede
karmasgiktir. Gastrointestinal sistem mikrobiyotasinda bulounan mikroorganizmalarin ¢ogu
faydalidir, ancak bazilar1 zararlidir. Son yillarda kullanimi hizla artan ve bazi beslenme
maddelerinde bulunan prebiyotikler, bu yararli bakterilerin zararli olanlara kiyasla
biiylimesini destekleyebilir. Prebiyotik kavrami esas olarak, bagirsak mikrobiyotasinin
modiilasyonu yoluyla konakg¢1 sagligini iyilestirmek i¢in farkli bir mekanizma ile de olsa
probiyotik ile ayn1 amaca sahiptir. Prebiyotikler genellikle kolondaki koklii bir veya birkag
bakteri tiirliniin liremesini veya aktivitesini secici bir sekilde uyararak konakgiy1 yararli bir
sekilde etkileyen sindirilebilir gida bilesenleri olarak tanimlanir ve bu sekilde konakg¢inin
saglik durumunu iyilestirir. Prebiyotikler iniilin, frukto-oligosakkaritler ve laktiiloz gibi
faydali bakterilerin liremesini destekleyen insanlar tarafindan sindirilemeyen gida

maddeleridir,'3%13°

Bir besinin veya bileseninin prebiyotik olarak tanimlanabilmesi icin mide ve
pankreasta bulunan sindirim sistemi enzimlerine direngli olmasinin yani sira fermente olarak
secici ya da kalict bigimde bir veya birden c¢ok bakteri tiiriiniin ¢ogalmasin1 saglamasi
gerekmektedir. Probiyotikler ise bagirsak mikrobiyotasinin dengesini saglayan, sindirim
sistemine yararli ve canli bakterilerin eklendigi gidalar olarak tamimlanmaktadir. Insan
sagligina yararli, canli bakteriler olan probiyotikler diyare, Crohn hastaligi, bazi kalp damar
hastaliklar1, kanserler, lirogenital ve orofaringeal enfeksiyonlarin rutin tedavisinde giivenle

kullanilmaktadir. Probiyotik kullanimi ¢ocuklardaki enfeksiydz diyare vakalarinda (akut
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enfeksiydz ve antibiyotik iliskili diyare), turist diyaresinde, yenidoganda nekrotizan
enterokolitte, Helicobacter pylori enfeksiyonunda, solunum yolu enfeksiyonlarinda, kulak
burun bogaz enfeksiyonlarinda, idrar yolu enfeksiyonlarinda, vajinal enfeksiyonlarda ve
ciddi hastaliklar sonucu gelisen komplikasyonlarinda, besin duyarliliklar1 ve alerjilerde,
C. difficile enfeksiyonunda, astim tedavisinde, dis c¢iirikklerini dnlemede ve hepatit

tedavisinde kullanilabilmektedir,3-9%127-137

Probiyotiklerin gastrointestinal sistem {iizerindeki olumlu etkisinin kanitlanmasi
izerine oral mikrobiyotada sebep oldugu degisiklikler de arastirilmaktadir. Agiz boslugunda
bulunan patojen mikroorganizmalarin uzaklastirilmast nedeniyle bakteriyoterapi
yaklasimlar1 arasinda sayilabilmektedir. Bu yiizden probiyotiklerin oral patojenleri
uzaklastirirken dogal mikrobiyotay1 etkilememesinden dolayi enfeksiyonla miicadelede
onemli bir yaklagim olabilecegi de one siiriilmektedir. Bu nedenle son yillarda, probiyotikler

agiz sagligin gelistirmek icin bir tedavi veya destek ajan olarak kullanimi arastirilmaktadir.
127,136

Probiyotiklerin oral mikrobiyota iizerindeki etkisine yonelik, dental biyofilmin
kaldirilmasi lizerine ¢alismalar yapilmistir. Bu yiizden, dental biyofilmin neden oldugu agiz
hastaliklarindan periodontal hastalik ve dis c¢lriigiinii 6nlemede probiyotiklerin etkisi
degerlendirilmistir. Sadece ciirlik riskinin azaltilmasinda degil, periodontal hastaliklarin ve
ag1z kokusunun (halitozis) dnlenmesinde de oldukga faydali olan bu canli ilaglarin etkinligi,
karyojenik ve periodontal bakterilerin kolonizasyonunu azaltma, besin i¢in yaris, plak
kompozisyonunu degistirme, pH farkliliklar1 ve oral mukozada bagisiklik yanitini artirmasi
gibi bircok olaya baglanmaktadir. Agiz hastaliklar1 {izerinde probiyotiklerin etkisi
calismalarla gosterilirken, etkin olmast i¢in kullanilmast gereken mikroorganizma tiiri,
verilmesi veya kullanilmasi gereken siire ve doz, birakildiktan sonra probiyotik
kolonizasyonunun ve karyojenik bakteriler iizerindeki etkinin ne siire ile devam edecegi de

halen arastirilmaktadur, 37134133

1.4.7.1. Periodontal hastaliklara etkisi

Periodontitis, sert ve yumusak dokular1 kapsayan, dokular iizerinde mikrobiyal
kolonizasyon yapan (invaze olan veya olmayan), konak dokuda inflamatuar ve immiin yanit
olusturan ¢ok faktorlii bir diseti hastaligidir. Dis ve ¢evresindeki destek dokularmin

tamamini etkileyebilen, alveolar kemik {izerinde yikim etkisi gdsteren progresif bir diseti
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hastalig1r olan periodontitis ile iligkili asil patojen mikroorganizmalar Porphyromonas
gingivalis, Treponema denticola, Tannerella forsythia ve A. actinomycetemcomitans’tir. Bu
bakteriler digeti altina kolonizasyon, bagisiklik sistemine direng, konak dokunun bagisiklik
sisteminden kagabilme ve doku yikimi gelistirebilme gibi viriilans 06zelliklerine

sahiptir.!3%13

Hastaligin patogenezinde rol oynayan lokal doku bilesenlerinin karmasasi bakteriler,
bakteriyel iirlinler ve konak yanit mekanizmalarinin etkilesimi sonucu gelismektedir. Son
yillarda, periodontal hastaliklarin tedavisi veya hastalik yonetimi amaciyla antibiyotikler
veya antimikrobiyal ilaglar kullanilmaktadir. Ancak, probiyotiklerin genel saglik iizerindeki
olumlu sonuglar1 periodontal hastaliklarin tedavisinde de kullanilmalar1 konusunda
cesaretlendirmistir. Periodontal hastaligin birinci nedeni olan plak ve dis tas1 olusumu
probiyotiklerin kullanimi ile Onlenebildiginden tedavi amaciyla da arastirmalar devam
etmektedir. Bu aragtirmalarin sonuglarina gore, probiyotik mikroorganizmalarin yumusak ve
sert doku ylizeylerine kolonizasyonu ile dental biyofilm olusumu engellenmekte bdylece
biyofilm organize dental plaga doniisememektedir. Ayrica, probiyotikler iirettikleri
antioksidanlar ile mineral olusumunu saglayan serbest elektronlar: notralize ederek de dental

plak olusumunu engelleyebilirler, 2013138

1.4.7.2. Dis ciiriigiine etkisi

Gelismekte olan iilkelerde en 6nemli agiz saglhigi problemi dis giiriikleridir. Dis
kayiplarinin 6nlenmesi i¢in bu g¢iiriiklerin tedavisinin yami sira ciiriiklerin olusmadan
onlenmesi ¢ok daha onemlidir. Son yillarda, farmakolojik iirlinlerin yaninda o6zellikle
beslenme tiriinlerinin modifikasyonu ve ¢liriik olusumunu engelleyecek besinlerin tiiketimi
ile agiz i¢i patojenlerin kolonizasyonunun azaltilmasi sayesinde ¢iiriikk gelisiminin

engellenmesi dzellikle gocukluk ¢aginda dnem kazanmigtar,%40-33-36.120

Insanlarda oral mukozada, yenidogan déneminden itibaren birgok mikroorganizma
kolonize olmaya baglamaktadir. Bu mikroorganizmalar, agiz i¢i ortama ve c¢evresel kosullara
bagli olarak dis yiizeylerine ve diseti epiteline tutunurlar. Immiin sistem bu kolonizasyonu
devamli izleyerek bu bakterilerin lokal dokulara invazyonuna engel olsa da dis plagi i¢inde
kolonizasyonuna engel olamaz. Bu yiizden dis plag1 yapisini olusturan biyofilm tabaka ve

olusumuna neden olan mikroorganizmalarin hedef alindig1 bir ¢6ziim arayisina girilmistir.
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Ancak, ¢0ziim bulunabilmesi i¢in Oncelikle c¢iiriikk gelisim mekanizmasinin net sekilde

anlasilmasi gerekmektedir.

Dental biyofilmin dis yiizeyinde olusmasi ile dis sert dokularinin demineralizasyonu
yani yikimi baglamaktadir. Demineralizasyonun zaman igerisinde devam etmesi sonucu
gelisen ve dejeneratif bir hastalik olan dis ¢liriigii, temel olarak dort ana faktorii iceren ¢ok
etkenli bir hastaliktir. Bu etkenler:

e Bakteriler,
o Sckerler,
e Predispozan faktorler ve

e Zamandir.*0>>0!

Dis ciiriikleri gelisiminde etken olarak sayilan en 6nemli patojen bakteri S. mutans’tir.
Bu bakteri diyette alinan sekeri hizlica metabolize ederek asit olusturur ve agiz i¢i pH’1n
diismesine neden olur.®*® Farkli karyojenik bakteri tiirleri, fermente edilebilir
karbonhidratlardan zengin bir diyet ve ana madde igindeki bilesenler arasindaki etkilesim ile
dis ve tikiiriik yapisindaki farkliliklar demineralizasyon siirecinde farkliliklara neden
olabilir. Ciiriik gelisiminin i1lk asamas1 olan demineralizasyonu saglayan organik asit tiretimi
konak, bakteri ve besin {i¢lislinlin zaman igerisindeki etkilesimi sonucunda
gerceklesmektedir. Ciirlik lezyonunun baglamasi ve ilerlemesi i¢in her ii¢ elemanin da
bulunmas1 gerekirken, bu siirecin durdurulmasi i¢in de en az bir faktoriin ortadan

kaldirilmasinin yeterli oldugu goriisii kabul edilmektedir.?’

Ayrica, tiikiiriikte bulunan birgok bakteri tlirii arasindan S. mutans ilk olarak dis
clirligliniin gelisimi i¢in en Onemli patojen olarak goriilmektedir. Bu ylizden, Onleyici
ajanlarin etki mekanizmasi, basta S. mutans olmak iizere oral karyojenik bakterilerin
kolonizasyonunu  engellemeyi  hedef  alarak, dig  ¢iirtiklerinin  gelisimini
onleyebilmektedir.>®® Lactobacillus tiirleri de dis ciiriimesinin ilerlemesinde dnemli bir role
sahiptir. S. mutans’m viriilansinin baglica nedenleri asidojenik 6zelligi, asidik ortamlarda
hayatta kalabilme, biyofilm olusturabilme ve dis yiizeyindeki sert dokulara yapisabilme
yetenegidir. Ayrica, tiikiiriikkte bulunan bir¢ok bakteri tiirti arasindan S. mutans ilk olarak dis

cliriigiiniin gelisimi igin en dnemli patojen olarak goriilmektedir.®®

Probiyotikler, farmakolojik olmayan ve son yillarda ciiriik Onlemede -etkinligi

aragtirtlan Uriinlerdir. Tanimlar1 geregi gidalarla birlikte alinan ve belirli miktarda
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alindiklarinda kolonize olduklar1 bolgenin mikrobiyotasini dengeleyip konak dokunun
sagligimi olumlu yonde etkileyen canli mikroorganizmalardir.®” Dis ciiriigiinii engelleme
veya yavaslatmada probiyotiklerin olumlu etkilerinin olabilmesi i¢in dis ylizeyine baglanma
ve mikrobiyotaya kolonize olabilmeleri gereklidir. Karyojenik bakterilerle yarigmali ve
onlara zarar vererek proliferasyonlarini ve kolonizasyonlarini engellemelidir. Boylece,
probiyotik bakteriler seker metabolizmasini da etkileyerek organik asit liretimini azaltarak

ortamin pH’sin1 yiikseltebilmelidir.'*

Dis ciiriigii ciddi bir agiz saglig1 sorunudur. Bu sorunun ¢6ziilmesi i¢in ¢ogu zaman
yiiksek maliyet gerektiren dental tedaviler yapilmaktadir. Ancak, dental tedavilerin
tamamlanmasinin ardindan bile agi1z mikrobiyotasinda artmis S. mutans ve Lactobacillus’lar
oldugu i¢in kisa siire igerisinde ciiriiklerin tekrarladig1 goriilmektedir. Bu yiizden karyojenik
bakterileri hedef alan 6nleyici tedaviler ve tedavi ajanlar1 gelistirilmeye calisilmaktadir. Bu
noktada probiyotik mikroorganizmalar dis yiizeyine karyojenik 6zellikteki patojen bakteriler
yerine baglanabildiklerinden c¢iirlik olusumunu baslamadan bitirebilmektedirler. Ancak,
etkin probiyotigin bulunmasi i¢in ¢alismalar halen devam etmektedir. Son yillarda,
aragtirmalart1 devam eden ve oral probiyotik olarak tanimlanan S. salivarius K12’nin

karyojenik patojenler tizerindeki etkinligi halen arastirilmaktadir.
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Calismanin birincil amaci karyojenik diyet sonrasi degisen oral mikrobiyotada S. salivarius

K12 diye bilinen oral probiyotigin kullaniminin S. mutans ve Lactobacillus tlirlerinin sayisi
tizerindeki etkisinin ger¢ek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu ile
degerlendirilmesidir. Ayrica, kullanilan probiyotik birakildiktan sonra da benzer etkinin

stiriip siirdiirmediginin degerlendirilmesi de ¢calismanin ikincil amacini olusturmaktadir. Bu

tez caligmasinin hipotezi ise oral probiyotik kullanan ve kullanmayan gruplarda S. mutans

ve Lactobacillus tlirlerinin sayisinin benzer seviyede etkilenmesi tizerine kurulmustur.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Etik onay

Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’nca 13/12/2011 tarihli ve 28141 sayili Resmi
Gazete’de yayimmlanan ‘Deneysel ve Diger Bilimsel Amaglar I¢in Kullanilan Hayvanlarim
Refah ve Korunmasina Dair Y 6netmelik’ maddeleri uyarinca hayvan deneyleri sirasinda etik
kurallar uygulanmustir.'*® Ayrica, bu ¢alisma i¢in gerekli onaylar {iniversitemiz Tip ve Saglik
Bilimleri Aragtirma Kurulu ve Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan (Proje numarasi:

DA 22/24) 11.08.2022 tarihinde alinmistir. (EK-1)

2.2. On istatistiksel analiz

Calismaya 0.06 etki biiyiikligi, 0.05 Tip 1 hata olasilig1 ve %90 gii¢ diizeyinde her
gruba 8 olmak {izere toplam 32 (n=8) adet si¢an dahil edilmistir. (EK-2)

2.3. Calisma tasarimi

Calisma randomize, kontrolli, takip stireli ve kesitsel tasarlanmig bir hayvan ¢alismasi
seklindedir. Calismaya dahil edilen deney hayvanlarma S. salivarius K12 igerikli oral
probiyotik ve karyojenik diyet uygulanmasi sonucunda S. mutans, S. salivarius ve
Lactobacillus tiirlerinin sayilarindaki degisim ger¢cek zamanli kantitatif polimeraz zincir
reaksiyonu (kPZR) ile kantitatif olarak analiz edilmistir. Calismanin akis semas1 Resim 1°de

gosterilmistir. Caligmaya dahil edilen si¢anlar rastgele 4 gruba dagitilmistir. Bu gruplar:
Grup 1: Probiyotik ve karyojenik diyet uygulanan grup (Deney grubu)
Grup 2: Probiyotik uygulanmayan ve karyojenik diyet uygulanan grup (Deney grubu)
Grup 3: Probiyotik uygulanan ve karyojenik diyet uygulanmayan grup (Deney grubu)

Grup 4: Probiyotik ve karyojenik diyet uygulanmayan grup (Kontrol grubu)
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24. Deney hayvanlar: hazirlanmasi

Calismaya dahil edilen 32 adet sican, 3-5 aylik disi Sprague-Dawley tiirlindendir.
Calismaya dahil edilen siganlar 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik dongiisii olan, iyi
havalandirilmis, %40 - %60 rolatif nem oranma ve 20-24 °C ortam sicakligina sahip
odalarda barindirilmistir. Ayrica, dahil edilen sicanlarin benzer miktarda su i¢ip ve yem
tilkketebilmeleri icin her kafeste 4 sican olacak sekilde dagilimlar1 yapilmistir (Resim 2).
Kafeslerin iizerine probiyotik ve karyojenik diyet uygulanmasi ve uygulanmamasina gore
G1, G2, G3 ve G4 gruplan sirasiyla A-B, C-D, E-F ve G-H harfleriyle kodlama (Resim 3a)
ve her sicanin kuyruklar1 boyanarak numaralandirilmalari (Resim 3b) yapilmistir. Tim
kafesler 12 saat gece ve 12 saat giindiiz olacak sekilde diizenleme yapilmis odaya

yerlestirilmis ve benzer beslenme, ses ve bakim sekilleri uygulanmistir.

Sekil 2.1. Calismanin akis semast, gruplarin dagilimi ve 6rnek alim zamanlari

G2 (n=8): Karyojenik diyet +
Probiyotik —

G3 (n=8): Karyojenik diyet — G3 (n=8): Karyojenik diyet —
Probiyotik + Probiyotik —

Probiyotik —
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Sekil 2.2. Sicanlarin tutuldugu kafeslerin gorseli, iist rafta karyojenik diyet ve alt rafta
standart diyet uygulanan gruplar

Sekil 2.3. (a) Kafeslerin kodlandig1 harflerin yazili oldugu kartlar; (b) siganlarin

numaralandirilmasini gésteren kuyruk boyamast

12 rvl‘.
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2.5. Karyojenik beslenme

Calismaya dahil edilen siganlar, karyojenik diyet uygulanan (Grup 1 ve Grup 2) ve
uygulanmayan (Grup 3 ve Grup 4) seklinde randomize olarak iki gruba (n=16) dagitilmistir.
Karyojenik diyet ile beslenecek gruptaki siganlarda, disler iizerinde biyofilm tabakasi
olusumunu saglamak igin siikroz agirlikli diyet kullanilmast literatiirde dnerilmektedir.!2714!-
43 Ayrica, sicanlar kemirgen 6zelliklerinden dolay1 pelet yapisindaki yemi daha rahat
tiikkettiklerinden pelet seklinde yem hazirlanmistir (Resim 2). Karyojenik diyet kullanmayan
gruplar ise standart yemlerine devam etmislerdir. Bu c¢alismada disler lizerinde biyofilm
tabakasi olusumunu saglayabilmek i¢in kullanilan siikroz agirlikli diyet (Arden Arastirma &
Deney, Ankara, Tiirkiye) %41 silikroz, %10 protein (%5.8 kazein, %5.8 soya), %5 yag, bazi
mineral (kalsiyum, fosfor, klor, bakir, ¢inko, manganez) ve vitaminlerini (D-vitamini, E-

vitamini) igermektedir.'*! Karyojenik diyet uygulanan gruplar 660 gr yem ve standart diyet
uygulanan gruplar 1000 gr yem ile diyete baglatilip, yemleri bittik¢e yenilenmistir.

2.6. Probiyotik kullanimi

Karyojenik diyet uygulanmasi (Grup 1 ve Grup 2) ve uygulanmamasi (Grup 3 ve Grup
4) seklinde ikiye ayrilan deney hayvanlar1 randomize sekilde probiyotik kullanan (Grup 1
ve Grup 3) ve kullanmayan (Grup 2 ve Grup 4) olacak sekilde her biri ikiser gruba
dagitilmistir. Probiyotik olarak 10° koloni olusturan birim S. salivarius K12 igeren oral
probiyotik (Baptoblis® Oral Probiyotik, Enafarma, Istanbul, Tiirkiye) kullanilmustir.
Probiyotik kullanim siiresi boyunca probiyotik kullanan gruplara, igerisinde 1x10° koloni
olusturan birim S. salivarius K12 bulunan su hazirlanmistir. Bu gruplara, her sigan icin birer
adet probiyotik tablet ¢ozlinmiis 100 pul soliisyon, her giin sular1 yerine verilerek igmeleri
saglanmistir.'** Probiyotik kullanan gruplarda (Grup 1 ve Grup 3) 1 ay boyunca probiyotik
kullandirilmistir. Probiyotik tabletin ¢6zlindiigli igme suyu, siseler igerisinde her kafes i¢in
ayr1 ayr1 hazirlanmis ve her giin yenilenmistir (Resim 4a). Her kafese 4 sigan i¢in
yerlestirilen  Olgekli  siseden sicanlar istedikleri zaman su igerek probiyotik
mikroorganizmalara 24 saat boyunca maruz birakilmistir. Resim 4b’de goriildiigi gibi

sicanlar siseden su igmistir.
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Sekil 2.4. (a) Siganlara igirilen probiyotik tabletlerin ¢ozdiiriildiigii su; (b) Siganlarin

su igme sekli

2.7. Deney hayvanlarindan agiz ici ornek alimi

Caligmaya dahil edilen tiim deney hayvanlar1 (n=32) karyojenik diyet uygulanan ve
uygulanmayan seklinde rastgele iki gruba (n=16) ayrildiktan sonra probiyotik uygulanan ve
uygulanmayan seklinde yine rastgele alt gruplara (n=8) ayrilmistir. Boylece 4 grup (n=8)
seklinde yiiriitiilen ¢alismadaki tiim deney hayvanlar1 2 ay siire ile takip edilmistir. Tiim
deney hayvanlarindan heniiz diyet ve probiyotik kullanim1 baglanmadan 6nce ilk (TO) agiz
ornekleri, 1 aylik takip siiresi sonunda (probiyotik kullanimi1 birakildiktan sonra ertesi giin)
ikinci (T1) ag1z drnekleri ve son olarak da 2 aylik takip siiresinin sonunda {igiincii (T2) agiz

ornekleri alinmistir.

Calismaya dahil edilen si¢anlardan pipetaj yontemi ile agiz i¢i 6rnekler toplanmistir.
Agi1z i¢i 6rnek alinirken 100pul steril serum fizyolojik agiz igerisine verilerek pipetaj yontemi
ile ag1z i¢i 6rnek alinmistir. Mikropipet (Resim 5a) veya pastor pipeti ile alinan en az 200ul
agiz i¢i ornekler steril, plastik, kapakli ve 6l¢gekli mikrosantrifiij tiipleri (Resim 5b) igerisinde

toplanarak mikrobiyoloji laboratuvarinda -80°C’de saklanmuistir.
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Sekil 2.5. (a) Sicanlardan mikropipet araciligi ile agiz i¢i 6rnek alimi; (b) Steril

mikrosantrifiij tiipiine toplanmis bir sicandan alinmis ag1z i¢i 6rnek

2.8. Mikrobiyolojik analiz

Her gruba dahil edilen sicanlar 2 ay siire ile takip edilmis ve takip siiresi boyunca, her
sicandan 3 kere agiz i¢i 6rnek alinmistir. Pipetaj yontemi ile her deney hayvanindan alinan
200ul ag1z ici ornekteki S. mutans, S. salivarius ve Lactobacillus tiirlerine ait niikleik asit
miktarlariin ayr1 ayri nicel olarak belirlenmesi ig¢in gercek zamanli kantitatif polimeraz
zincir reaksiyonu (kPZR) yontemi kullanilmigtir. Steril mikrosantrifiij tlipli igerisinde -
80°C’de saklanan ag1z i¢i 6rneklerden deoksiriboz niikleik asit (DNA) izolasyonu yapilarak
kPZR analizine kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.
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2.8.1. DNA izolasyonu

Tim deney siireci boyunca toplanan 96 adet tiikiirilk 6rneginden DNA izolasyonlar1
yapilirken firma onerisi dogrultusunda (GeneMATRIX Tissue & Bacterial DNA Purification
Kit, EURx Ltd., Gdansk, Polonya) izlenen adimlar su sekildedir:

¢ 15000 x g devirde santrifiij yapildi ve 100ul kalacak sekilde siipernatant atildi.
¢300ul ‘Lyse BG’ tampon, 50ul BL tampon ve 2ul Riboniikleaz A karisima eklendi, 3

saniye vorteks ile karigtirildi.

e37°C’de 15 dakika inkiibe edildi.

¢ 20ul Proteinaz K ¢6ziinmiis hiicrelere eklendi ve 3 saniye vorteks ile karistirildi.

¢ 56°C’de 30 dakika inkiibasyon yapilda.

¢350pul ‘Sol T” tampon eklendi, 3 saniye vorteks ile karistirildi.

¢ 56°C’de 5 dakika inkiibe edildi.

e 15 saniye vorteks ile karistirildi.

¢ | dakika 12000 x g santrifiij yapildi.

e 600ul stipernatant DNA baglayan ‘spin-column’ yerlestirilmis toplama tiipiine
aktarild.

¢ DNA baglayan ‘spin-column’ 1 dakika 11000 x g satrifiij yapild1.

e ‘Spin-column’ daki s1v1 bosaltild1 ve tekrar toplama tiipiine yerlestirildi.

eKalan silipernatant toplama tiipline yerlestirilmis DNA baglayan ‘spin-column’
aktarildi ve tiim lizat rezinden gegene kadar 2 dakika 11000 x g santrifiij tekrarland.

eDNA baglayan ‘spin-column’ daki sivi bosaltildi ve tekrar toplama tiipiine
yerlestirildi.

¢ 500ul “Walsh TX1’ tampon eklendi ve 1 dakika 11000 x g santrifiij yapildu.

eDNA baglayan ‘spin-column’ daki sivi bosaltildi, tekrar toplama tilipline tekrar
yerlestirildi.

¢ 500ul ‘Walsh TX2’ tampon eklendi, 1 dakika 11000 x g santrifiij ardindan, 1 dakika
11000 x g ‘spin-down’ yapildi.

¢ DNA baglayan ‘spin-column’ yeni toplama tilipline (1.5-2ml) yerlestirildi ve 50ul
‘Elution’ tampon eklendi.

¢ DNA baglayan ‘spin-column’ yerlestirilen toplama tiipli oda sicakliginda 2 dakika
inkiibe edildi.

e | dakika 11000 x g santrifiij yapildi.
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e ‘Spin-column’ atildi, toplama tiipiiniin kapag1 kapatildi ve DNA analizi 6ncesinde

-20°C’de saklanda.

2.8.2. Ger¢ek zamanh kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (kPZR)

DNA izolasyonlar1 yapilan tiim 6rneklerde S. mutans, S. salivarius ve Lactobacillus
tiirlerine ait niikleik asit miktarlarini belirlemeye yonelik kPZR analizleri yapilarak hedef
mikroorganizmalarin klinik 6rneklerdeki sayilar1 belirlenmistir. Bu asamada, tiir ve cins
diizeyinde spesifik olarak dizayn edilmis primer dizileri kullanilmistir. Kantitasyon i¢in
standart suslarla hazirlanmis 10% ile 10® konsantrasyonlardaki bakteri siispansiyonlarindan
elde edilen DNA’lar kullanilarak kPZR analizleri optimize edilerek standart egriler
olusturulmustur. Bu amacla, MALDI-TOF MS ile identifikasyonu yapilmis S. mutans ATCC
35668, S. salivarius subsp. salivarius ve Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103 standart
suslart kullanilmistir. Onceden laboratuvarimizda bulunan ve %5 ‘skim-milk’ icerisinde
-20°C’de derin dondurucuda muhafaza edilen izolat stoklar1 ¢ozdiiriilerek S. mutans ve S.
salivarius subsp. salivarius kanl agar besiyerine ve Lactobacillus rhamnosus GG triptik soy
agara tek koloni ekimi yapilmis ve ekim yapilan plaklar 35-37°C°de 2 giin (24-48saat)
inkiibasyona (EN500, Inkiibator, Niive, Ankara, Tiirkiye) birakilmistir. Yeterli {ireme oldugu
goriilen taze plaklardan her standart bakteri i¢in (Resim 6a-c) tek kullanimlik steril 6ze ile
1-2 koloni alinip 1.5 x 10® koloni olusturan birim / ml degerinde oldugu kabul edilen 0.5
McFarland (Nefelometre Cihazi, BD PhoenixSpec, Becton Dickinson Sirketi, Maryland,
A.B.D.) bulaniklik standardinda hazirlanan bakteri siispansiyonu elde edilmis ve 10° ile 10®

konsantrasyonlar1 arasinda diliisyonlar1 hazirlanmastir.
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Sekil 2.6. (a) Lactobacillus rhamnosus GG; (b) Streptococcus salivarius subsp. salivarius;

(c) Streptococcus mutans ekilmis plaklar

Bu siire¢ boyunca, kPZR analizi sirasinda kullanilacak olan S. mutans, S. salivarius ve
Lactobacillus tiirlerine 0zgli primer ve prob tasarimlari yapilmis ve iretilmistir.
Lactobacillus tiirlerine yonelik degerlendirme yapilirken L. reuteri, L. rhamnosus, L.
acidophilus, Lactobacillus paracasei, L. casei, L. salivarius, L. brevis ve L. plantarum
tiirlerine 6zgili primer dizileri yapilmistir. Ger¢ek zamanli kPZR analizinde kullanilan primer

dizileri su sekildedir:

o 8. salivarius-F ACT GTA GCC CTC CAT GCT GT

o S. salivarius-R GAA TCA GGT TGT GAY AAAAGAAG
o S. mutans-F GGA CGA CGT AGG CAG AATAC

o S. mutans-R GCT TAG CTG AAATTG CTGAAGA

e Lactobacillus-F CAR ATC ATC ATG CCC CTT AT

e Lactobacillus-R ACT AGC GAT TCC GAC TTC RT

Agiz i¢i 6rneklerden elde edilen DNA izolatlarindaki DNA konsantrasyonu NanoDrop
2000/2000C (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, A.B.D.) ile ol¢iiliip ve kPZR
analizine baglanmistir. Tiim 6rnekler i¢in gercek zamanli kPZR analizi sirasinda calisilacak
bakteriye 6zgii ‘primer-F’, ‘primer-R’, prob ve ‘grade’ su karigimlar1 Tablo 3’de gosterildigi
sekilde hazirlanmistir. Kontaminasyonun onlenmesi i¢in PZR karisimlar1 biyogiivenlik
kabini (UVC/T-M-AR DNA/RNA UV - Cleaner Box, Biosan, Riga, Letonya) igerisinde

hazirlanmistir (Resim 7a).
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Tablo 2.1. Gergek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyon karigimi (1X)

. Stok Reaksiyon Bir reaksiyon

Bilesen . .
Konsantrasyon Konsantrasyon icin

kPZR 5x Prob- 5% 1X 4.0 pl

karigimi

Primer-F 10 uM 0.3 uM 0.6 ul

Primer-R 10 uM 0.3 uM 0.6 ul

Prob 10 uM 0.3 uM 0.6 ul

DNA S5ul

PZR ‘grade su’ ile 20 pl’ye tamamlanir 9.20 ul

Gercek zamanli kPZR reaksiyonlar1 Applied Biosystems-ABI 7500 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, A.B.D.) cihazinda yapilmistir (Resim 7b). Cihazin
sicaklik dongiileri, 1-dongii 95°C 15 dakika, 40-dongii 95°C 15 saniye ve 60°C 1 dakika
seklinde ayarlanmistir. 96’lik mikroplakta her kuyucuga 15ul PZR karisimi, Spl bakteri
DNA’s1 dagitilmis ve standart Ornekler de dahil tiim reaksiyonlar 2 tekrarli olarak

caligilmistir.

PZR karisimlarinin hazirlanma ve kuyucuklara dagitma islemleri kabin icerisinde
soguk blokta gergeklestirilmistir. “TagMan’ problarinin kullanildig1 gergek zamanli kPZR
islemi tamamlandiktan sonra, Orneklerin amplifikasyon egrisi analizi yapilmistir. Tim
ornekler i¢in ayr1 ayr1 yapilan amplifikasyon egrisi analizi, Applied Biosystems-ABI 7500
(v2.3, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, A.B.D.) yaziliminda yapilmaistir.
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Sekil 2.7. (a) kPZR analizi sirasinda PZR karigimlarinin hazirlandig1 biyogiivenlik kabini;

(b) Gergek zamanli kPZR analizi sirasinda kullanilan cihaz

2.9. istatistiksel Analiz

Gergek zamanl kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu sonucunda elde edilen veriler
‘Sosyal Bilimler Igin Istatistik Programi1’ (Statistical Package for the Social Sciences — SPSS
V. 22, IBM, New York, A.B.D.) ile analiz edilmistir. Her grup i¢in minimum, maksimum,
aralik, ortalama ve 42abul42rd sapma degerleri tanimlayict istatistik olarak verilmistir.
Verilerin normal dagilimlar1 Shapiro-Wilk testi ile degerlendirilmis ve normal dagilim
gosterenler parametrik, gostermeyenler parametrik olmayan testler ile analiz edilmistir.
Lactobacillus tiirlerinin sayisin1 gosteren veriler, normal dagilima uygunluk gdstermedigi
icin gruplar arasi karsilagtirma parametrik olmayan testlerden ‘Friedman’ siralamali iki
yonlii varyans analizi ile degerlendirilmistir. S. salivarius verilerinin gruplar arasi
karsilagtirlmasinda, gruplar normal dagilima uygunluk gostermedigi igin parametrik
olmayan testlerden ‘Kruskal-Wallis’ varyans analizi ile test yapilmistir. S. salivarius
verilerinin grup i¢i degerlendirilmesinde ise G1 grubu i¢in parametrik olmayan testlerden
‘Friedman’ siralamal1 iki yonlii varyans analizi ve normal dagilima uygunluk goésteren G3
grubu icin de parametrik testlerden Bagimli Orneklem T-testi ile istatistiksel analizi
yapilmistir. Takip siirelerine bagl ikili karsilastirma sonuglarinin p- degerlerine ‘Bonferroni’
diizeltmesi yapilmstir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak 42abul edilmistir. S.
mutans verileri nicel olarak belirlenen amplifikasyon egrisinin altinda oldugundan “0”
olarak 42abul edilmistir. Bu nedenle gruplar arasi ve grup i¢i zamana bagl farklilik

istatistiksel analiz testleri ile degerlendirilememistir.
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3. BULGULAR

Otuz iki siganin dahil edildigi bu tez ¢calismasinda, dahil edilen tiim deney hayvanlar
4 gruba dagitilmistir. Her deney hayvanindan ¢alismaya baglamadan 6nce (TO0), 1 aylik takip
donemi (T1) ve 2 aylik takip donemi (T2) sonunda olmak iizere, liger ag1z i¢i 6rnek alinarak
toplam 96 6rnek calisma kapsaminda analiz edilmistir. Her 6rnekteki S. mutans, S. salivarius
ve Lactobacillus tirlerinin miktarlar1 KPZR ile elde edilmistir. Ger¢ek zamanli kPZR analiz
sonucunda elde edilen amplifikasyon egrileri Lactobacillus tiirleri, S. salivarius ve S. mutans

icin sirastyla Resim 8, Resim 9 ve Resim 10°da gosterilmektedir.

Sekil 3.1. Tim orneklerin kPZR ile analizinde Lactobacillus tiirlerinin niikleik asit

miktarlarinin amplifikasyon sonrasi esik seviye ile iliskisi
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Grup 1 (G1), Grup 2 (G2), Grup 3 (G3) ve Grup 4 (G4) i¢in TO, T1 ve T2 dénemlerinde
alian tiim 6rneklerdeki Lactobacillus tiirlerinin miktarlarina yonelik minimum, maksimum,
aralik, ortalama, standart sapma degerleri ve aralarindaki istatistiksel fark diizeyi Tablo 4’de

verilmistir. Elde edilen veriler ‘Shapiro-Wilk’ testi ile degerlendirildiginde normal dagilim
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gostermedikleri i¢in parametrik olmayan testlerden ‘Friedman’ siralamal1 iki yonlii varyans
analizi ile test edilmistir. Istatistiksel analiz sonucunda TO (p=0.131; p>0.05), T1 (p=0.676;
p>0.05) ve T2 (p=0.435; p>0.05) donemlerinde alinan Orneklerde gruplar arasinda
istatistiksel fark goriilmemistir. Her grubun kendi igerisinde zamana bagli degisimi
istatistiksel olarak degerlendirildiginde, her gruba ait veriler normal dagilima uygun
olmadigi i¢in parametrik olmayan testlerden ‘Friedman’ siralamali iki yonlii varyans analizi
ile test edilmis ve G1 (p=0.430; p=0.05), G2 (p=0.325; p>0.05), G3 (p=0.882; p>0.05) ve
G4 (p=0.368; p=>0.05) i¢in farkl takip siirelerinde alinan ornekler arasinda Lactobacillus
sayis1 agisindan istatistiksel fark goriilmemistir. Istatistiksel analizler sonucunda elde edilen
sonuclar G1, G2, G3 ve G4 gruplari i¢in sirastyla Tablo 5, Tablo 6, Tablo 7 ve Tablo 8’de

gosterilmistir.

Tablo 3.1. Tim orneklerdeki Lactobacillus koloni sayilari agisindan tanimlayici istatistik

verileri ve her zaman aralig1 i¢in gruplar aras1 karsilastirilma sonuglari

Lactobacillus
n Min Maks Aralik Ort Ss p-degeri
tiirleri
TO 32 | 4.28x10° | 8.49x10° | 8.48x10% | 7.28x10% | 1.81x10° | p=0.131
T1 31 | 8.70x10° | 8.53x10° | 8.52x10° | 8.06x10® | 2.20x10° | p=0.676
T2 30 | 8.52x10° | 4.34x10° | 4.33x10° | 4.16x10°% | 1.13x10° | p=0.435

Min: Minimum, Maks: Maksimum, Ort: Ortalama, Ss: Standart sapma, Aralik: Minimum ve

maksimum degerler arasi fark; Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul edildi.

Tablo 3.2. Grup 1 oOrneklerindeki Lactobacillus koloni sayilar1 agisindan tanimlayici
istatistik verileri ve grup igi istatistiksel analiz sonuglari
Lactobacillus
n Min Maks Aralik Ort Ss p-degeri
tiirleri

TO 8 [2.05x107 | 4.71x10° | 4.70x10° | 1.73x10° | 2.11x10°

T1 8 | 1.13x107 | 4.20x10° | 4.20x10° | 5.99x10% | 1.46x10° | p=0.430

T2 6 | 1.10x107 | 3.54x10% | 3.43x10% | 7.65x107 | 1.36x108

Min: Minimum, Maks: Maksimum, Ort: Ortalama, Ss: Standart sapma, Aralik: Minimum ve

maksimum degerler arasi fark; Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul edildi.
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Tablo 3.3. Grup 2 orneklerindeki Lactobacillus koloni sayilar1 agisindan tanimlayici

istatistik verileri ve grup i¢i istatistiksel analiz sonuglari

Lactobacillus
n Min Maks Aralik Ort Ss p-degeri
tiirleri
TO 8 | 2.06x107 | 1.24x10° | 1.22x10° | 2.81x10® | 4.16x108
T1 8 | 9.72x10°% | 9.85x107 | 8.87x107 | 5.45x107 | 3.44x10® | p=0.325
T2 8 | 9.06x10% | 2.57x10° | 2.56x10° | 6.08x10% | 1.01x10°

Min: Minimum, Maks: Maksimum, Ort: Ortalama, Ss: Standart sapma, Aralik: Minimum ve

maksimum degerler arasi fark; Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul edildi.

Tablo 3.4. Grup 3 Orneklerindeki Lactobacillus koloni sayilar1 agisindan tanimlayici

istatistik verileri ve grup ici istatistiksel analiz sonuglari

Lactobacillus p-
n Min Maks Arahk Ort Ss
tiirleri degeri
TO 8 [5.19x10° | 8.49x10° | 8.48x10° | 1.10x10° | 2.99x10°
T1 8 | 8.52x10°% | 4.34x10° | 4.33x10° | 8.19x10% | 1.59x10° | p=0.882
T2 8 | 1.16x107 | 8.53x10° | 8.52x10° | 2.23x10° | 3.87x10°

Min: Minimum, Maks: Maksimum, Ort: Ortalama, Ss: Standart sapma, Aralik: Minimum ve

maksimum degerler arasi fark; Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul edildi.

Tablo 3.5. Grup 4 orneklerindeki Lactobacillus koloni sayilar1 agisindan tanimlayici

istatistik verileri ve grup igi istatistiksel analiz sonuglari

Lactobacillus
n Min Maks Arahk Ort Ss p-degeri
tirleri
TO 8 | 4.28x10° | 6.03x10% | 5.99x10% | 1.44x10% | 2.09x108
T1 7 | 1.67x107 | 9.84x107 | 8.16x107 | 5.29x107 | 2.66x10’ p=0.368
T2 8 | 7.70x10° | 8.12x107 | 7.25x107 | 2.77x107 | 2.60x10’

Min: Minimum, Maks: Maksimum, Ort: Ortalama, Ss: Standart sapma, Aralik: Minimum ve

maksimum degerler arasi fark; Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul edildi.
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S. salivarius’a ait kPZR analizinde kullanilan amplifikasyon egrisi Resim 9’da
gosterilmektedir. G1, G2, G3 ve G4 i¢in TO, T1 ve T2 donemlerinde alinan tiim 6rneklerdeki
S. salivarius koloni sayilarina yonelik minimum, maksimum, aralik, ortalama ve standart
sapmay1 igeren tanimlayici istatistik degerleri Tablo 9°da verilmistir. Elde edilen veriler
‘Shapiro-Wilk’ testi ile degerlendirildiginde normal dagilim gostermedikleri i¢in parametrik
olmayan testlerden ‘Kruskal-Wallis’ varyans analizi ile test edilmistir. Istatistiksel analiz
sonucunda TO (p=1; p>0.05) déoneminde alinan tiim 6rneklerde saptanan koloni sayilari
agisindan istatistiksel fark goriilmezken T1 (p<0.05) ve T2 (p<0.05) déonemlerinde alinan
tim Orneklerde saptanan koloni sayisi ag¢isindan gruplar arasinda istatistiksel fark
goriilmiistiir. T1 ve T2 doneminde toplanan verilerin gruplar arast karsilastirilmast Tablo
10°da gosterilmistir. Bu verilere gére G1-G2 (p=0.002; p<0.05), G1-G4 (p=0.002; p<0.05),
G2-G3 (p=0.001; p<0.05) ve G3-G4 (p=0.001; p<0.05) arasinda istatistiksel fark goriiliirken,
G1-G3 (p=1; p=>0.05) ve G2-G4 (p=1; p=>0.05) arasinda istatistiksel fark goriilmemistir.

Sekil 3.2. Tiim orneklerin kPZR ile analizinde S. salivarius’a ait niikleik asit miktarlarinin

amplifikasyon sonrasi esik seviye ile iliskisi
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Tablo 3.6. Tiim 6rneklerdeki S. salivarius koloni sayilar agisindan tanimlayici istatistik

verileri ve her zaman aralig1 i¢in gruplar arasi karsilastirilma sonuglari

S.
N | Min Maks Aralik Ort Ss p-degeri
salivarius
TO 32 0 0 0 0 0 p=1

T1 32 0 8.78x10° | 8.78x10° | 9.45x10% | 2.03x10° p<0.05*
T2 32 0 8.84x10° | 8.84x10° | 1.08x10° | 1.91x10° p<0.05*

Min: Minimum, Maks: Maksimum, Ort: Ortalama, Ss: Standart sapma; Aralik: Minimum ve
maksimum degerler aras: fark; Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul edildi. p<0.05

olan degerler * ile gosterildi.

Tablo 3.7. S. salivarius koloni sayilarmin her zaman aralifi icin gruplar arasi

karsilastirilmasina yonelik istatistiksel analiz sonuglari

Ikili grup u -
karsilastirmasi
G1-G2 0.002* 0.002*
G1-G3 1.000 1.000
G1-G4 0.002* 0.002*
G2-G3 0.001* 0.001*
G2-G4 1.000 1.000
G3-G4 0.001* 0.001*

p-degerleri Bonferroni diizeltmesi ile uyarlanmis degerlerdir. Istatistiksel anlamlilik p<0.05
olarak kabul edildi. p<0.05 olan degerler * ile gosterildi. S. salivarius -TO tiim gruplarda 0
degerinde oldugu icin p=1 seklinde elde edildiginden gruplar arasi karsilagtirma

yapilamamustir.

S. salivarius sadece G1 ve G3 gruplarinda kolonize oldugundan, 6ncelikle G1 ve G3
gruplarindaki veriler Shapiro-Wilk testi ile normal dagilima uygunluk agisindan
degerlendirilmistir. G1°deki S. salivarius verileri normal dagilima uygun olmadigi icin
parametrik olmayan testlerden ‘Friedman’ siralamali iki yOnlii varyans analizi testi ile

degerlendirilmis ve TO-T1 (p=0.018; p<0.05) ve TO-T2 (p=0.003; p<0.05) i¢in farkli takip
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stirelerinde alinan Ornekler arasinda istatistiksel fark goriiliirken, T1-T2 (p=1; p=>0.05)
ornekleri arasinda istatistiksel fark goriilmemistir. Bu veriler Tablo 11°de gosterilmistir.
G3’teki S. salivarius verileri Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildiginde normal dagilima
uygun oldugu i¢in Bagimli Orneklem T-testi ile analiz edilmistir. G3’teki S. salivarius
miktarinin zamana bagli degisiminin istatistiksel analizi i¢in yapilan ikili karsilagtirma
sonucunda TO-T1 (p=0.03; p<0.05) ve TO-T2 (p=0.043; p<0.05) arasinda istatistiksel fark
goriilirken, T1-T2 (p=0.448; p>0.05) arasinda istatistiksel fark goriilmemistir. Bu

istatistiksel veriler Tablo 12°de gosterilmistir.

Tablo 3.8. Grup 1 6rneklerindeki S. salivarius koloni sayilar1 agisindan tanimlayici istatistik

verileri ve grup i¢i istatistiksel analiz sonuglari

sali;s;rius N Min Maks Arahk Ort Ss p-degeri
TO 8 0 0 0 0 0 TO-T1: p=0.018*
T1 8 |3.91x10° | 8.78%10° | 8.77x10° | 2.34x10° | 3.38x10° | TO-T2: p= 0.003*
T2 8 | 6.18x10% | 4.73x10° | 4.11x10° | 1.79x10° | 1.38x10° T1-T2: p=1

Min: Minimum, Maks: Maksimum, Ort: Ortalama, Ss: Standart sapma, Aralik: Minimum ve
maksimum degerler aras1 fark; Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul edildi. p<0.05

olan degerler * ile gosterildi.

Tablo 3.9. Grup 3 orneklerindeki S. salivarius koloni sayilar1 agisindan tanimlayic istatistik

verileri ve grup igi istatistiksel analiz sonuglari

sali;s;rius N Min Maks Arahk Ort Ss p-degeri
TO 8 0 0 0 0 0 TO-T1: p=0.03 *
T1 8 | 8x10° |4.10x10° | 4.09x10° | 1.44x10° | 1.50x10° | TO-T2: p=0.043*
T2 8 | 6.77x107 | 8.84x10° | 8.77x10° | 2.54x10° | 2.91x10° | T1-T2: p=0.448

Min: Minimum, Maks: Maksimum, Ort: Ortalama, Ss: Standart sapma, Aralik: Minimum ve
maksimum degerler aras1 fark; Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul edildi. p<0.05

olan degerler * ile gosterildi.
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S. mutans’ gergek zamanli kPZR ile analizinde, her bir 6rnekteki S. mutans’a ait
niikleik asitlerin yeterince amplifiye olmadig1 ve esik degerin altinda kaldig1 Resim 10‘da
gosterilmektedir. Resim 10°da gosterilen grafikte her dongiide ARn degisimi ile
amplifikasyon egrisinin iliskisi gosterilmektedir. Orneklerdeki S. mutans’a ait amplifiye olan
DNA miktarlarimin “0.511196” ile gosterilen esik c¢izgisinin altinda kaldigi, farkl
dongiilerde artig gosterdigi ancak yeterince artmadigindan yarattigi bu floresan diizeylerinin
florometre ile algilanamadigr goriilmiistiir. Bu nedenle, S. mutans verileri nicel olarak
belirlenen smirin altinda oldugundan “0” olarak elde edilmistir. Bu sonug¢ S. mutans’in
kolonize olmadigini gostermektedir. Her grup icin ayni veri elde edildigi i¢in gruplar arasi
ve grup i¢i zamana bagh farklilik acisindan istatistiksel analiz testleri ile

degerlendirilememistir.

Sekil 3.3. Tim oOrneklerin kPZR ile analizinde S. mutans’a ait niikleik asit miktarlarinin

amplifikasyon sonrasi esik seviye ile iliskisi
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4. TARTISMA

Dis ciiriigii, ana patojen olarak bakterilerin rol oynadig:1 ve basta karbonhidrat igeren
irlinlerin tiikketimi olmak tlizere bir¢ok faktoriin de etkisiyle dis yiizeyindeki sert dokularin
kronik ve progresif yikimina neden olabilen en yaygin, bulasic1 agiz hastaligidir. Ciirtikler,
cocuklardan yaslilara kadar her yasta ortaya g¢ikabilen genis bir yelpazeye ve yiiksek
insidansa sahiptir. Cocukluk 6zellikle bebeklik doneminde karsilasilan erken ¢ocukluk ¢agi
curiikleri en zararh olanidir ve ¢ene yiiz bolgesi biiylime ve gelisimini olumsuz etkiler. Bu
nedenle Diinya Saglik Orgiitii’ne gére, diinya genelinde okul dncesi ¢ocuklar arasinda

yaygin bir halk saglig1 sorunu haline gelmistir.>!4%146

Dis ciiriigii goriilme sikligini etkileyen, oral mikrobiyotadaki karyojenite 6zelligi
tastyan patojen mikroorganizmalar basta olmak iizere bircok faktdr vardir.!#%146 Bu faktorler,
yiiksek seker icerigi, zayif oral hijyen, tiikiiriik akisinda ve igeriginde degisim, yetersiz floriir
alimi, karyojenite 6zelligi tasiyan bakteri sayisinda artig, immiinolojik sorunlar ve genetiktir.
Tiim bu faktdrler oral mikrobiyotada dengesizlige neden olur.!?” Bu dengesizligin kisir
dongii seklinde devam etmesi ile artan asidite, dis yilizeyinde sert doku kaybina neden olur
ve dis ciiriigii gelismeye baslar. Dis ylizeyinde mikro diizeyde baslayan yikim, zaman
icerisinde de ilerleyerek diste harabiyete yol acar.'*” Diste madde kaybin1 6nlemek i¢in bu
dinamik siireci en basta 6nlemek, uygulanabilecek en kolay yollardan birisidir ve bu amagla

kullanilabilecek yontem ve ajan arayis1 devam etmektedir.

Dental biyofilm oral mikrobiyotada yer alan mikroorganizmalar ile patojen
mikroorganizmalardan olusan komplike yapiya sahip mikrobiyal tabakadir. Dis ¢iiriiglinde
yikim mekanizmasini baslatan ana faktor dis ylizeyinde biriken biyofilm tabakadir. Dis
ylizeyinden biyofilm tabakanin kaldirilmasi mekanik temizlik ve koruyucu veya onleyici
ajanlarin kullanimiyla saglanabilmektedir. Bu ajanlar antibakteriyel 6zellik gosteren, dis
ylizeyinde yikim anlamma gelen demineralizasyonu engelleyen veya dis yiizeyinden
uzaklagan minerallerin geri kazandirilmasi anlamina gelen remineralizasyonu artirma
potansiyeline sahip olmalidir.'*”-'*® By &zelliklere sahip dis hekimliginde en sik kullanilan
koruyucu ajan floriir, topikal uygulanabilen ve altin standart olarak kabul edilen bir
ajandir.’**135 Ancak tartismali toksik ozellii nedeniyle alternatif koruyucu ajan arayist
devam etmektedir. Farmakolojik ajanlardan gittik¢e uzaklasildigi bu donemde, farmakolojik

olmayan iiriinler devreye girmektedir. Bu amagla halen caligmalar1 devam eden probiyotik
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mikroorganizma igeren gidalarin ve takviye {riinlerin de koruyucu ajan olarak etkinligi

arastirilmaktadir, 134135149

Probiyotikler, konak¢imin sagligina faydali, yeterli sayida canli mikroorganizmay1
iceren gida bilesenleridir. Yogurt gibi uzun yillardan beri yaygin olarak kullanilan fermente
stit triinlerinde bulunurlar ve ozellikle bagirsak mikrobiyal sagligini iyilestirmeleriyle
bilinirler. Gastrointestinal sistemde hastaliklar1 tedavi etmek ve Onlemek icin en sik
kullanilan probiyotik mikroorganizmalar Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleridir.
Probiyotik bakteriler bagirsak kanalinda uygun pH'"1 korur ve laktik asit ile bakteriyosin
iireterek  potansiyel patojenlerin  de  kolonizasyonunu engeller.’®  Probiyotik
mikroorganizmalarin, belirgin zararlar1 ve yan etkileri olmadigindan uzun yillardir giivenle

kullanilmaktadirlar. Bu yiizden de patojenik ve toksik olmadiklar1 kabul edilmektedir.

Piyasada en fazla bulunan takviye iirlinlerde de Bifidobacterium ve Lactobacillus
tiirleri bulunmaktadir. Ancak baz1 Lactobacillus tiirlerinin dis ¢iirigliniin gelisimiyle iliskili
oldugu diisiiniilmektedir.'*® Dis ¢iiriigii s6z konusu oldugunda disler iizerinde biriken
biyofilm tabakanin olusumunu engellemek i¢in ¢ok sayida mikroorganizma tiirii
denenmektedir. Bu nedenle, dental biyofilm olusumunu Onleyecek ideal probiyotik
mikroorganizmay1 bulmak adina farmakolojik olmayan iriinler gelistirilmeye devam

etmektedir.

Ag1z boslugunda probiyotik tedavisine yoOnelik yaklasimlar, zararsiz bakterilerin,
patojen mikroorganizmalarin kolonize olacagi yilizeyde veya biyofilmde kolonize
olabilecegi hipotezine dayanmaktadir.'>%!>! Etkinin susa 6zgii oldugunu vurgulamak
onemlidir. Farkli suslar farkli etkiler gosterebildigi icin bir probiyotik susun etkileri
genellestirilmemelidir.!>%!5215  Oral mikrobiyota ve dental biyofilm olusumu
disiiniildiglinde de  probiyotiklerin  beklenen etki ~mekanizmasi, probiyotik
mikroorganizmalar olan yararli bakterilerin zararli bakterilerin dniine ge¢gmesi ve onlarin
kolonizasyonunu engellemesidir. Ayrica, ortamin asiditesini notrlemesi ve laktik asit iireten
saglikli fermente siit tiriinleri kullanimi ile diyetin de modifiye edilmesi ile dental biyofilm

olusumu sekteye ugratilabilir.

Her bireyin mikrobiyotas: benzersiz oldugundan bireylerdeki probiyotik etkisini
tahmin etmek zordur. Probiyotik bakteriler ortak mikrobiyotayla farkl sekillerde etkilesime
girer; ancak etki mekanizmalari hala tam olarak anlasilamamistir ve bunlarla ilgili

calismalarin ¢ogu in-vitro ve hayvanlar iizerindedir.”® Bu nedenlerle probiyotik
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caligmalarinda etkinligin net sekilde degerlendirilebilmesi i¢in standart diyet ve ortamin
saglanmas1 6nemlidir. Bu yiizden bu tez ¢alismasinda diyet ve ortamin standardize edildigi
hayvan deneyleri calismasi tercih edilerek probiyotik etkinliginin sadece kullanilan

probiyotige bagli degisimi aragtirilmistir.

Son birkag yildir S. salivarius suslarinin probiyotik mikroorganizma olarak etkinligi
arastirilmaktadir. S. salivarius K12 susunu igeren oral probiyotik, tablet formunda iiretilmis
ve takviye ajan olarak ¢aligmalar1 devam etmektedir. Bu nedenle bu tez ¢calismasinda, hentiz
literatiirde hayvan calismasi bulunmayan S. salivarius K12 probiyotik mikroorganizma
iceren tabletin sicanlarin oral mikrobiyotasinda olugan dental biyofilm tizerindeki etkinligi
degerlendirilmistir. Bu calismanin birincil amact S. salivarius K12’nin karyojenik diyet
varliginda etkinliginin degerlendirilmesidir. Amag¢ kapsaminda, karyojenik diyet nedeniyle
olusan dental biyofilmin baslica etkeni olan S. mutans ve Lactobacillus tiirlerine etkisini
degerlendirilmesi ve ileride yapilacak klinik ¢alismalar i¢in oncii sonuglar olusturmasidir.
Ayrica, probiyotik mikroorganizmalarin etkinliginin ve birakildiktan sonra oral
mikrobiyotadaki degisiminin degerlendirilmesi de calismanin ikincil amacim

olusturmaktadir.

Oral mikrobiyotanin yiyecek ve igeceklerin etkisiyle olumlu ve olumsuz yonde
degisiklik gosterdigi bircok calisma ile gosterilmistir. Bu noktada olumlu yonde etki s6z
konusu oldugunda en fazla 6ne ¢ikanlar laktik asit iireten bakterilerin rahatlikla tireyebildigi
gidalardir. Bunlarin basinda yogurt, kefir gibi siit drilinleri gelirken probiyotik
mikroorganizmalarin siit ve siit lirlinleri ile tiiketildiginde etkisinin arttig1 yine ¢aligmalarla
gosterilmistir.3”-196:126:129 Ayrica, probiyotik mikroorganizmalarin mukozayla temasimin
hangi formda oldugu da temas siiresini etkilemektedir.!®!?”12® Bu yiizden, probiyotik
mikroorganizmalarin tablet ve kapsiil oral yolla alinarak, sagse ve damla seklinde yiyeceklere
ozellikle siit ve siit iiriinlerine katilarak alinmalar tavsiye edilmektedir. Bu da fermente siit
tiriinlerindeki laktik asit miktarini artirmanin yani sira bireye veya endikasyona uygun
formdaki mikroorganizmanin almmas: etkiyi de artirmaktadir.3”!12913% Ornegin, oral
mukozada etki beklenildigi durumda ¢igneme tabletleri tercih edilirken, bebeklerde ¢igneme
fonksiyonu yeterince olamayacagindan damla formu kullanildiginda oral kolonizasyonunun
fazla oldugu bildirilmistir. Probiyotik mikroorganizmalarin miktarinda kayip olmadan
alinmasi amaglandigindan farkli formlarda iiretilmektedirler. Ancak, yapilan ¢alismalarda

form degisikliginin etkisine dair tartismali sonuglar bulunmaktadir, !31-134154
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Montalto ve arkadaslar1 kapsiill veya likit formunda alinan probiyotik
mikroorganizmalarin S. mutans lizerindeki etkisini degerlendirdikleri ¢alismalarinda, kapsiil
veya likit seklindeki farkli kullanim formlarinin modifiye edilmesinin S. mutans miktarinda
onemli bir degisiklik gostermedigini bildirmislerdir.'*! Temas zamanini uzatarak S. mutans
kolonizasyonunu Onlemek amaciyla Caglar ve arkadaslari bebek ve kiigiik ¢ocuklarin
kullandiklar1 emziklere probiyotik mikroorganizma igeren pastilleri yerlestirmigler ve bu
emziklerden probiyotik salinimi yaparak tiikiiriikteki S. mutans sayisin1 6nemli derecede

azaltt11 sonucuna varmislardir.'*?

Sonug olarak yukarida bahsedilen ¢alismalarda, siit ve siit iirlinleri, sakiz veya tablet
icerisine eklenen probiyotik mikroorganizmalarin giinliik tliketiminin, tiikiiriik igcerisindeki
S. mutans sayis1 Uzerinde olumlu, olumsuz ve notr seklinde farkli etkiler gosterdigi
bildirilmistir.!%131:132 Ayrica, dental plak ve probiyotikler arasinda temas zamani kisa oldugu
durumlarda aktivitelerinin zay1if oldugu ve probiyotiklerin oral dokularla temas siiresi uzun
tutulabilirse, dental biyofilm inhibisyonu iizerindeki aktivitelerinin daha etkin ve devamli
olabilecegi de vurgulanmgtir, 87111129134 Wang ve arkadaslari S. salivarius K12 probiyotik
mikroorganizma igeren tabletlerin 100ul suda ¢dzdiirerek 1x10° S. salivarius K12 igeren
suyu igen farelerde mukozit tedavisinde etkinligini degerlendirmistir.'** Bu tez ¢calismasinda
da sigcanlara hazirlanan probiyotik mikroorganizma igeren su, Wang ve arkadaslarinin
tarifine gore hazirlanmis ve her sican i¢in 100ul suda 1 probiyotik tablet ¢ozdiiriilerek

kafeslere konulan su miktar1 ayarlanmaistir.

Tiim bu nedenlerle, insanlarda 6zellikle ¢ocuklarda yapilan ¢aligmalarda giinliik diyet
standardize edilemediginden, c¢alisma sonunda artan veya azalan probiyotik
mikroorganizmalarin sayisinin neye bagli degistigini, alinan probiyotik mikroorganizma
miktarmin yeterli olup olmadigin1 veya diyetin etkisini net seklinde agiklamak miimkiin
degildir. Ozellikle oral mikrobiyota gibi ¢ok sayida mikroorganizmanm bulundugu ve
cevreden ¢ok etkilenen karigik ortam diisiiniildiiglinde, dis ylizeyinde olusan mikrobiyal
cesitliligi olan biyofilm tabakanin eliminasyonu i¢in gereken probiyotik mikroorganizmanin
tirli, dozu, kullanim siklig1 ve kullanim formu gibi faktorlerin 6grenilmesi koruyucu
uygulama asamasinda ¢ok Onemli bir adim olacaktir. Bu nedenlerden dolaytr bu tez
caligmasinda, standardize diyet ve yasam ortami saglanabildiginden hayvan deneyleri
yapilarak S. salivarius K12 probiyotiginin etkisi degerlendirilmistir. Bu sayede deney
hayvanlar1 probiyotik mikroorganizma sayisini artiran diyet iirlinleri kullanamadigindan,

oral mikrobiyotada kolonize olan probiyotik mikroorganizmalarin probiyotik tabletten
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geldigi savina dayanilarak sonuglar degerlendirilmistir. Ayrica, deney hayvanlarindan alinan
ilk orneklerde de S. salivarius K12 bulunmamasi da standart diyetlerinde bu probiyotik
mikroorganizmaya maruz kalmadiklarin1 gostermistir. Bu nedenle 1 aylik kontrollerde
artmis olan S. salivarius K12 seviyesinin suda ¢ozdiiriilerek kullanilan probiyotik tablet
kaynakli oldugu kanitlanmistir. Bu noktalar bu tez ¢alismasinin baglica amact olan S.
salivarius K12 probiyotik mikroorganizma sayisinin degisimini tarafsiz standart sartlarda

gosterdiginden ¢alismanin giiglii yonlerini yansitmaktadir.

Mikroorganizmalarin genetik manipiilasyonu ile transgenik hayvanlarin gelistirilmesi,
hastalik veya klinik durumlar taklit edebilen uygun modellerin kullanimin1 biiyiik dlciide
kolaylastirmakta ve yeni tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesini saglamaktadir. Deney
hayvanlar1 arasindan en ¢ok tercih edilen kemirgen modeli, ¢cok yonlii ¢alisma tasarimlarina
izin vererek, insanlarda bulunan agiz ortamini taklit edebilecek deneysel prosediirlere olanak
tanimaktadir. Agiz hastaliklarindan ¢iiriik gelisimine yonelik ¢calismalar hayvanlar tizerinde
degerlendirildiginde, deney hayvani se¢imi, secilen hayvanin yasi, cinsiyeti, kafeslenmesi,
diyeti ve hayvana o0Ozel yaklasimlara dikkat edilerek ¢alismanin kurgulanmasi

gerekmektedir.!?”-15

Deney hayvani se¢imine yonelik yapilan aragtirmalarda Sprague-Dawley, Wistar,
Long-Ewans ve Osborn Mendel tiirlerinin en yaygm kullanilan sigan tiirleri oldugu
gosterilmistir.!>>1%7 Sicanlarin tiirlerine gore farklilasan beslenme diizenlerinden dolay1 her
sus farkli seviyelerde ¢iiriik gelistirebilse de tiim suslarda ¢iiriik lezyonlar1 gelisebildigi
gosterilmistir.*1?” Hayvanlarda cinsiyete bagh farkliigin degerlendirildigi deneysel
calismalarda, erkek siganlarda disilerden daha fazla ¢iiriik lezyonu gelistigi ve bunun da
erkeklerin disilerden daha sik beslenmesine baglanabilecegi bildirilmistir.'?”-1>® Kafeslenme
acisindan degerlendirildiginde de erkek ve disilerin ayni kafese yerlestirilmesi iireme artisina
neden olacagindan ¢alisma sonuglar etkilenmektedir. Bu yiizden, calisma sonuglari tizerinde
olusabilecek etkinin ortadan kalkmasi i¢in erkek ve disilerin ayr1 kafeslenmesini veya tek

cinsiyet tercih edilerek ¢alismanin yiiriitiilmesi tavsiye edilmektedir.!>>!>8

Bu tez ¢aligsmasinda bir¢ok calismada oldugu gibi Sprague-Dawley sican tiirli dahil
edilmistir. Ayrica, cinsiyete bagl farkliliklarin sonuglari etkilememesi icin deneye dahil
edilen tiim sicanlarin cinsiyeti disi olarak tercih edilmistir. Boylece, cinsiyete bagh
sonuglarda dogabilecek farkliliklarin 6niine gegilmeye ¢alisilmistir. Ayrica, diyetin de biiyiik

Onem tasidig1 bu ¢alismada kafeste bulunan her hayvanin benzer yem ve sivi alabilmesi i¢gin
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sicanlar kafeslere dorderli yerlestirilmis ve her birinin giinliikk alimlarina yetecek diizeyde

yem ve s1vi konulmustur.

Fitzgerald ve arkadaslarinin yaptiklar1 hayvan calismasinda, dis ¢iirtigii gelisiminde
yasin etkisi degerlendirilmis, 21-22 giinlilkken ciiriik siklusuna maruz birakilmalari
gerektigi, 28 giinliikten daha yaslilarda %90 civarinda ¢iiriik gelisiminde diisiis gerceklestigi
bildirilmistir.'> Hayvan deneylerinde ciirik olusumunda yasin etkisini degerlendiren
yazarlar bu durumu siganlarda ve farelerde laktasyon doneminin heniiz bitmemis olmasina
ve beslenme ile ¢evrenin etkisiyle gelisecek olan oral mikrobiyotalarinin gesitliliginin heniiz
artmamis, komplike forma ge¢memis olmasmna baglamislardir,!?”15%1€0 pekkala ve
arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada, laktasyon dénemi alinan siikrozun dis ¢iirigii gelisimi
tizerinde etkisini gOstermis, silikrozun dentin gelisim donemlerinde gerceklesen
mineralizasyon ve apozisyon olaylarinda mineralizasyonu baskilayarak kalitesiz dentin
olusumu sagladigini bu nedenle gelisen dis ¢iiriigiiniin yapisal anomaliye veya siikroza kesin
olarak baglanamayacagin1 bildirmislerdir.'*! Baska bir ¢alismada ise sig1r siitii ile beslenen
sicanlarda 14-24 haftalik donemlerinde ¢iiriik gelisimi agisindan degerlendirilmis ve ¢liriik
goriilmedigi bildirilmistir. Arastirmacilar sicanlarda ¢iiriik gelismemesini siikroz icermeyen
yem ile beslenmelerine baglamis ve sicanlarda oral mikrobiyotanin yasam ortami ve yem
igerigine bagh degistigini vurgulamiglardir.'®! Sonug olarak, literatiirde agiz hastaliklarini
sicanlar tlizerinde degerlendiren calismalarda, yas donemleri farkli olsa da giiriik

lezyonlarmin gelismesini karyojenik diyet uygulanmasina baglanmugtir, '27:139-161

Yeni dogan siganlar digsiz dogar ve dogum sonrasinda siiren 6n disler kemirmenin
etkisiyle asinarak siirmeye hayat boyu devam eder. Insanlarda disler siirdiikge oral
mikrobiyota degistigi icin siganlarda da benzer durumun gerceklesmesi beklenilen
durumdur. Bu nedenle, disleri siirmiis olgun sicanlarin mikrobiyotasinin yeni dogandan daha
komplike oldugu tahmin edilmektedir.!3"'57 Bu tez calismasina dahil edilen siganlar 2 aylik
takip siirecinde de biliylimeye devam edeceginden biiyiime gelisimin etkisini ortadan
kaldirmak icin 3-5 aylik olgun sicanlar dahil edilmistir. Ayrica, disler {izerinde biyofilm
tabaka olusmasi istenilen bir klinik durum oldugundan g¢alismaya dahil edilen sican
grubunun yas ortalamasi benzer tutulmus ve karyojenik diyet amaciyla siikrozdan zengin
yem ile beslenmistir. Genelde standardizasyonun 6nemli oldugu belirtilen ve yas konusunda
spesifik bir durum belirtilmeyen hayvan ¢alismalarinin ileride yapilacak insan ¢aligmalarina

oncii olmasinin beklendigi bir gergektir. Bu durumda insanlardaki oral mikrobiyotanin
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komplike yapisini taklit edebilmek i¢in olgun siganlar tercih edilip insanlarda elde edilecek

sonugclar ile benzer sonug elde edilebilmesi amaglanmustir.

Sonug¢ olarak, dahil edilecek deney hayvanlarinin 6zelliklerinin ¢alismanin
standardizasyonu agisindan onemli rol oynadigi bilinmektedir. Standart deney modeli
olusturmak adina ayni1 yas, cinsiyet ve tiirden sicanlarin dahil edildigi bu tez ¢alismasina 3-
5 aylik disi Sprague-Dawley siganlar dahil edilmistir. Calismaya dahil edilen tiim si¢anlarin
benzer yasta olmasi da yasa bagl bir etki varsa bunun tiim gruplar {izerinde benzer sekilde
sonuclart etkilemesini saglamistir. Bu nedenle TO, Tl ve T2 doénemlerinde alinan
orneklerden S. mutans, S. salivarius ve Lactobacillus tiirlerindeki degisim degerlendirilirken
ayni tlir sican, benzer yas donemi, ayni cinsiyet, standardize diyet ve yasam ortaminda

degerlendirilerek bias ortadan kaldirilmaya calisilmstir.

Deneysel tiim calismalarda calisma tasarimi kadar onemli olan diger bir nokta
calismanin istatistiksel gii¢ diizeyidir. Gruplar aras1 karsilastirma sonuglarinin veya zamana
bagli degisimin kanitlanmasinda sonuglarin anlamli seviyede degerlendirilebilmesi igin
yeterli gii¢ diizeyinde denek dahil edilmesi gereklidir. Ancak, deney hayvanlar1 kullanilan
arastirmalarda sik karsilagilan bir sorun, gecerli sonucglarin ¢ikarilmasini engelleyen
istatistiksel giiclin insan caligmalarina gére daha diisiik olmasidir.'?”!% Hayvan
caligmalarinda kullanilan deney hayvanlar1 i¢in hayvan refahini koruma yonetmeligi
geregince kullanilabilecek en kiiciik boyutta deney hayvaninin, en az sayida kullanilmasi ve
en rahat yasama ortaminda yasatilmasi gibi prensiplere uyacak sekilde planlanmasi
gerekmektedir.'*® Ayrica, caliyma sonunda deney hayvanlari sakrifiye edildigi icin de
gereksiz hayvan telefinin engellenmesi adina az sayida hayvanla g¢alisilmasi ve gereksiz
hayvan kullanilmamasi1 hayvan ¢alismalarinda etik anlayisin en 6nemli maddesini
olusturmaktadir. Bu tez ¢alismasinda 0.06 etki biiytikliigii, 0.05 Tip 1 hata olasilig1 ve %90
giic diizeyinde her gruba 8 sicanin dahil edilmis ve toplam 32 sican ile c¢alisma
yiiriitiilmiistiir. Ayrica, bu ¢alismanin birincil amacini olusturan, dental biyofilm {izerinde S.
salivarius K12 probiyotik mikroorganizma etkinliginin degerlendirildigi baska bir hayvan

caligmasi1 bulunmadigindan en yiiksek gii¢ diizeyinde yapilmis calisma durumundadir.

Dislerin ylizeyinde biriken mikrobiyal plagin komplike yapis1 ve igerdigi ¢cok sayida
patojen mikroorganizmanin yani sira ¢gevresinin de etkisiyle dis ciiriigii gelistigi kanitlanmis
bir gercektir. Cevresel faktorlerden en Onemlisi ise biyofilm tabakanin olugmasi ve

mikroorganizma tiirlerini etkileyen diyet faktoriidiir. Sicanlarin dig ¢lirigli arastirmalarina
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yonelik ilk kullanimi1 1922 yilinda McCollum ve arkadaslar tarafindan bildirilen ve dis
clirigii gelisiminde diyetin roliinii aragtiran ¢aligsmadir. Siganlar tizerinde daha 6nce yapilan
dis ¢iirigli ¢calismalarinda ¢ogunlukla diyet ve diyetin sonuglar iizerinde durulmus ancak
mikroorganizmalarin oynadigi rol ve etkinlikler pek degerlendirilmemistir.!6? Kite, Shaw ve
Sognnaes tarafindan yapilan ¢alismada diyetin ¢liriik etiyolojisindeki roliiniin belirlenmesi
amaciyla beslenme gastrik sondayla yapilmis ve siganlarda giiriik gelismedigi gosterilmistir.
Bu durum dis ¢iirigii gelisiminde diyet ve dis ylizeyi arasinda iliski olmasi gerektigini
gostermistir.!®® Bagka bir dis ciirigii gelisiminin arastirildign ¢alismada, Nakfoor ve
arkadaslari, dis yiizeyinde gelisen ciiriikler degerlendirilirken siklikla sert diyet kaynakli
mine kiriklar1 nedeniyle mine lezyonu goriildiigiinii gosterdiginden dis ciiriik gelisimine
siipheli gozle bakilmasi1 gerektigini bildirmislerdir. Bu durum diyet standardizasyonunda
tyilestirmeyi saglamis ve yapilan calismalarda dis yiizeyinde c¢iiriikk olusumunu saglayan

diyet arayigina girilmistir.'®*

Yapilan c¢aligsmalar sonucunda, dis ¢iirliklerinin mikroorganizma yoklugunda
gelismedigi gosterilirken diyetin etkisi de kanitlandigindan "karyojenik diyet" terimi kabul
edilmis ve karyojenik diyet ile beslenen hayvanlarda c¢iirlik lezyonlarinin gelistigi
gosterilmistir.!%>1% Zaman igerisinde diyet igerigine yonelik yapilmis ¢aligmalarda dnceleri
musir bazl diyetler denenirken, siikrozun etkisi ve rolii ¢ok bilinmemekteydi.'*” Sonralari,
mikrobiyal asit olusumunu sagladigindan siikrozun karyojenik oldugu anlasilmis ve
karyojenik diyet denildiginde akla ilk gelen ve ¢alismalarda en sik kullanilan siikroz igeren
diyetler arastirilmaya baslanmistir. Siikroz igerigine bagl karyojenite etkisinin farkli oldugu

calismalarda gosterilmigtir.'*!-143

Holloway ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢calismada farkli siikroz konsantrasyonlarinda
yem ile beslenen 2 aylik sicanlarda %83, %67 ve %19 konsantrasyonda siikroz gruplari
arasinda ciirlik gelisimi agisindan istatistiksel fark goriilmiistiir. Bu farka gore siikroz
konsantrasyonu arttik¢a ciiriik sayis1 ve derinliginin arttig1 bildirilmistir.'*> Michalek ve
arkadaslar1 siikroz konsantrasyonunu degerlendirdikleri caligmalarinda, %56 siikroz igeren
yem ile beslenen siganlarda %51 siikroz igerenlere gore karsilastirilabilir diizeyde fazla
ciiriik olusumu goriildiigiinii bildirmislerdir.'** Arastirmacilar, bu diyetlerdeki yiiksek nisasta
seviyelerinin, diyetin yapigkanligin1 ¢ok fazla artirmasina ve yiliksek miktarda siikrozdan

olusan hiicre dis1 polisakkarit yapmin yerini almasina baglamaktadir.'4>143
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Pekkala ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada, birinci ama¢ anne siganlarda yiiksek
stikroz igeren yemlerin uzun dénem etkisini belirlemek icin yavrularinda dentin apozisyonu
ve dentin ¢iirigli gelisimini degerlendirmek, ikinci amag ise biiyiiyen sicanlarda yiiksek
siikroz igeren karyojenik diyetin mineral metabolizmasi {izerine etkisini belirlemektir.
Kesitsel planlanan ¢alismada karyojenik ve standart yem ile beslenen annelerin laktasyon
donemi bittikten sonra yavrularinin da karyojenik ve standart yem ile beslenmesi seklinde
gruplara ayrilmistir. Standart ve karyojenik yem ile beslenen sicanlarin, serum mineral
konsantrasyonlar1 arasinda anne ve yavru siganlarda fark goriilmemistir. Ancak, karyojenik
yem ile beslenen grupta, yavrularinin idrarlarindan atilan fosfor ve sodyum miktarinda
anlamli derecede azalma ve kalsiyum miktarinda artig goriilmistiir. Siirekli karyojenik yem
ile beslenen yavrularda sadece anneleri laktasyon doneminde karyojenik yem ile beslenen
yavrulara gore anlamli derecede daha yiiksek artis ve azalig goriilmiistiir. Ayrica, yavrularda
birinci ve ikinci molar diglerde gelisen ¢iiriik lezyonlar1 yiizeyel mine, derin mine, dentin
yilizeyinde bulunmasi ve bulunmamasi seklinde degerlendirilmistir. Disler {izerinde gelisen
lezyonlarin degerlendirilmesine gore, birinci molar dislerde anne ve yavrunun karyojenik
yem ile beslenen grupta anne standart yem ile yavru ise karyojenik yem ile beslenen gruptan
daha fazla dentine ilerlemis ciiriik lezyonu goriiliirken, ikinci molar dislerde ise benzer
sayida dentine ilerlemis ¢liriik lezyonu goriilmiistiir. Ayrica, %41 siikroz igeren karyojenik
diyetin ciiriik lezyonu gelisimi {izerine etkisini gdsteren bu hayvan ¢alismasinda, siikrozun
anne veya yavru sican tarafindan tiiketilmesi ile ¢liriik lezyonunun kaginilmaz oldugu

gosterilmigtir.'!

Sonug olarak aragtirmacilar, diyetteki siikroz igerigini artirmanin sadece dis ¢liriigiini
degil, sicanlarda primer dentinogenezis denilen dentin tabakasi olusum mekanizmasi
sirasinda gergeklesen dentin birikimini de azaltarak etki gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica,
siganlarda yiiksek siikroz iceren diyetle erken karsilasmanin ¢iiriik gelisimini artirip dentin
apozisyonunu da azaltic1 etki gosterdigi ve karyojenik diyetteki kritik siikroz oraninin en az

30-40g/100g arasinda olmas: gerektigi anlasilmugtir,!?7-14!

Bu nedenle bu tez ¢alismasinda dental biyofilm gelisimi i¢in gerekli en diisiik siikroz
konsantrasyonu %41 oldugundan, %41 siikroz igeren karyojenik diyet tercih edilmistir.
%41°den yiiksek konsantrasyonda siikroz igeren diyetin tercih edildigi caligmalarda, bu
seviyede siikroz igeren diyet ile c¢liriik lezyonu gelistigi gosterildiginden daha yiiksek
recetelerin kullanimindan hayvan refahi nedeniyle kacinilmistir. Ayrica, ¢liriik lezyonlar

derinlestikce su ve yem tiiketimi sirasinda agri geliseceginden yetersiz beslenme ihtimali de
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oldugu bilinmektedir.'**!** Bu nedenle, bu tez ¢alismasinda oral yolla alman karyojenik
diyet ve probiyotik igeren su ile calisma metodolojisi tasarlandigindan agri nedeniyle
siganlarin yem ve su tliketiminden kaginmamalari i¢in ¢iiriik olusumuna neden olacak en

diisiik karyojenik diyet diizeyi yani %41 siikroz i¢eren karyojenik diyet tercih edilmistir.

Karyojenite s6z konusu oldugunda diyet icerigi, frekansi, konaga baglh faktorler,
ortamda biyofilm olusumunu inhibe eden ve indiikleyen bakterilerin varlig1 basta olmak
lizere cevresel birgok faktdriin etkisi goriilmektedir.!?” Diyetin etkisi kanitlandiktan sonra
yapilan ¢aligmalarda diyete antibiyotik eklenmesiyle ¢iiriik olusumunun azaldig1 goriilmiis,
bu durum ile c¢iiriik gelisiminin bakteri kaynakli oldugu kanitlanmistir. Bdylece dis
cliriigiiniin bulasic1 ve enfeksiyoz bir hastalik oldugu da gosterilmis ve genel kabul

gormiistiir. !¢

Oral streptokoklar tiim kommensal mikroorganizmalarin iigte ikisini olusturmasina
ragmen, yalnizca mutans grubu streptokoklar dis ciiriiklerinin olusmastyla iliskilidir.*' Oral
streptokoklar, agiz boslugundaki dislerde ve diger mukozal yiizeylerde koloni olusturan ilk
mikroorganizmalardir. Biyofilm olusturabilme kabiliyeti nedeniyle de dis ylizeyinde
biyofilm olusumuna neden olan ana patojendir.'®® Oral streptokoklar kars1 karsiya kaldiklar:
cevresel gerilimlere ve mikroorganizma sayisina bagli olarak adaptif yeteneklerini
gelistirirler.*! Bu adaptasyonu dogrudan veya dolayli olarak dis yiizeyindeki pelikil tabaka
veya biyofilm tabaka icerisindeki proteinlere baglanarak yaparlar. Ayrica, bu proteinler
streptokoklarin  redoks potansiyelindeki degisimleri, yerel pH'taki farkliliklar1 ve
antimikrobiyallerin toksisitesinden kaynaklanan olas1 etkilerin hafifletilmesinde énemli bir
role sahiptir. Ayrica, agizdaki streptokoklarn normal yasam periyodu, diisiik hiicre
yogunluklu planktonik durumdaki biiylimeden, dnemli 6l¢iide yiiksek hiicre yogunluklu
biyofilm ortamina gegisi igerir. Biyofilmler arasinda is birligi ve rekabet seklindeki ¢ift yiizli

etkilesim, ag1z mikroflorasinin kompozisyonunu tanimlar,*!-!14:168

[k olarak 1924 yilinda Clarke tarafindan insanlardaki ciiriik lezyonlardan S. mutans
izole edilmistir.**%> Zinner ve arkadaslar1 insanlardan izole edilen bir streptokokun
sicanlarda dis ciiriigiine neden oldugunu géstermistir.®® Dental biyofilm olusumu S. mutans
ile baslar. Ciiriik gelisiminin erken evrelerinde S. mutans yiiksek seviyelerde bulunurken
sonraki evrelerde baska mikroorganizmalar artis gosterir. Diger Streptococcus tiirleri ise
saglikli mikrobiyota ve saghkli disler ile iliskilidir.'?” S. mutans asidojenik 6zelliginden

dolay1 ciiriikk baglangic mekanizmasi dental plak olusumu olan demineralizasyonun ilk
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adimini baglatan ana etken iken, diger asidojenik oral mikrobiyota mikroorganizmalarindan
fark: siikroz ile etkilesime girebilmesidir. S. mutans’in konak¢inin diyetindeki siikrozu,
karyojenik biyofilmler {iretmek i¢in gerekli olan hiicre dis1 polisakkaritlere metabolize etme
yetenegi dental biyofilm olusumuna neden olmaktadir.®’ Ciiriik olan ve olmayan gruplarimn
oral mikrobiyotasindaki Streptococcus tiirlerini degerlendirdiklerinde, ¢iiriik var olan grupta
S. mutans’1n ¢iiriikk olmayana gore ¢ok daha yiiksek oldugunu, ¢iiriikk olmayan grupta ise S.
gordonii ve S. sanguinis bakterilerinin ¢iiriik olan gruba gore sirasiyla 5 ve 2 kat daha yiiksek

oldugunu bildirmislerdir.'*

Sonug olarak, dis ¢lirtiglinlin gelisimi, dental biyofilmdeki yalnizca birkag¢ gram pozitif
bakteriye 0zellikle de ana patojen tiirleri olduguna inanilan S. mutans ile baz1 Lactobacillus
tiirlerine baglanmustir.*! Bakteriler dislerde, hiicreler tarafindan dislanan proteinler,
polisakkaritler ve DNA'dan olusan organik matrikslerle paketlenmis mikro koloniler halinde
bulundugu biyofilm tabaka sayesinde dehidrasyondan, konak savunmasindan ve
antimikrobiyal ajanlardan korunurlar.*':”* Modern molekiiler yontemler, biyofilm ile iliskili
mikroorganizmalart Bifidobacterium dentium, Bifidobacterium adolescentis, S. mutans,
Scardovia wiggsiae, Bifidobacterium longum, Selenomounas tiirleri, Prevotella tiirleri ve
Lactobacillus tiirleri seklinde gdstermistir.’ S. mutans disinda ¢iiriik lezyonlarindan izole
edilen Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirleri, oral mikrobiyotada ilk yer alam ve en yogun
oranda bulunan tirlerdir. Ayrica, Lactobacillus ve Bifidobacterium tirlerinin dental
biyofilmde bulunmasinin yan1 sira probiyotik mikroorganizma olarak da etki gosterdikleri

birgok calisma ile gosterilmistir,>>+°%102.128,169

Bifidobacterium tiirleri oral mikrobiyotadaki kommensal bakteri grubu olup ¢iirtik ile
iligkisi son yillarda arastirilmaktadir. Bifidobacterium tiirleri en sik kullanilan probiyotik
mikroorganizmalardan da olup oral mikrobiyotadaki kolonizasyonu ve dis ¢iirigi
onlemedeki etkinligi de halen arastirilmaktadir.!>!2>!3 Taipale ve arkadaslar1 2 ila 24 aylik
bebekler lizerinde yaptig1 arastirmada, Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12
kullanildiktan sonra kalic1 kolonizasyon tespit edilemedigini yani bu probiyotik
mikroorganizmalarin dis c¢liriigli lizerinde olumlu veya olumsuz etkisi olmadigini
bildirmistir.!°  Bifidobacteria, Lactobacillusun yan1 sira bagirsak mikrobiyotasinda
dengenin saglanabilmesi i¢in siklikla tercih edilen diger probiyotik mikroorganizmadir.
Caglar ve arkadaglar1 caligmalarinda, geng kisilerde Bifidobacteria igeren yogurdun kisa
siireli tliketiminin, tlkiirikteki S. mutans ve Lactobacillus sayis1 iizerindeki etkisini

degerlendirmisler ve sonugta Bifidobacterium igeren yogurt tiiketiminde tiikiiriik S. mutans
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miktarinda anlamli derecede azalma oldugunu ancak Lactobacillus miktarinin

etkilenmedigini bildirmislerdir.'?3

Lactobacillus tiirlerinin probiyotik mikroorganizma olarak kullanildig1 ¢alismalarda
dis ciiriigii iizerindeki etkisine yonelik tartismali sonuglar elde edilmistir,*!-103:105:128.131,150
Baz tiirler olumlu etki gdsterirken baz tiirler olumsuz etki gostermistir.*"*!>° L. rhamnosus
GG, L. rhamnosus LB21, L. rhamnosus DSM ve L. rhamnosus SP1 probiyotik
mikroorganizmalar dis ¢iliriigli lizerinde azaltic1 etki gosterirken L. paracasei F19’un etki
gostermedigi bildirilmistir. Farkli calismalarda degerlendirilen Lactobacillus tiirii probiyotik
mikroorganizmalar bu ¢aligmalarda farkli uygulama formlarinda ve farkli aract besinlerle

birlikte kullanilmislardir.*!

S. mutans'in yerlesik mikrobiyotadan izole edilen dogal olarak olusan Lactobacillus
tiirleri tarafindan inhibe edildigini gdsteren ¢alismalar mevcuttur.!>%!>* Anne siitiiyle
beslenen 4 aylik bebeklerde dogal olarak olusan Lactobacillus izolatlari, S. mutans ve
Candida albicans tizerinde gosterdigi biiylime inhibisyonu gozlenirken, ciiriiksiiz kisilerden
izole edilen dogal olarak olusan Lactobacillus tiirleri, ¢iiriikli kisilerden izole edilenlerle
karsilastinlldiginda S. mutans tizerinde daha biiyiik bir inhibitor potansiyele sahip oldugu

gosterilmistir.!>°

Lactobacillus  reuteri insanlarda gastrointestinal kanalda bulunan zorunlu
heterofermentatiftir ve ‘reuterin’ ve ‘reutericcyclin’ gibi genis spektrum aktiviteli
antimikrobiyal iirinler olusturur.'”!>% L. reuteri DSM 17938 ve L. reuteri ATCC PTA
5289'un tikiiriikteki kaliciliginin degerlendirildigi klinik ¢alismada, 62 saglikli yetiskinde
klorheksidin ile tam agiz antisepsisi sonrasinda S. mutans’in yeniden liremesini geciktirip
geciktiremeyecegi arastirilmig ve 6 haftalik tedavi siiresi boyunca izole edilirken, 3 ve 6 ay
sonraki takiplerde yalnizca 3 hastada tespit edildigi bildirilmistir.'® Arastirmacilar, yasamin
erken donemlerinde maruz kalmanin, oral mikrobiyotaya kalic1 olarak dahil edilmesini
kolaylastirabilecegi ve ¢iiriik ile iliskili mikrobiyotay1 kolonizasyon sirasinda degistirmenin,
mikrobiyotanin saglam bir sekilde yerlestigi sonraki yasamla karsilastirildiginda daha kolay

olabilecegini dne siirmiistiir,!07-108:150

Nase ve arkadaslar1 yaptiklar1 klinik ¢alismada, L. rhamnosus GG nin ¢liriik gelisimini
onleyici etkisini L. rhamnosus GG eklenen siitiin tiiketimini 1-6 yas araligindaki 594 ¢ocuk
tizerinde degerlendirmisler ve sonuclarina gore oOzellikle 3-4 yaslarindaki c¢ocuklarda

tiikiirtikteki S. mutans sayisinin ve dolayisiyla ¢liriikk olusumunun 6nemli derecede azaldigini
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bildirmislerdir.'* Caglar ve arkadaslarinin yaptig1 probiyotik calismasi kesitsel tasarlanmis
ve 1 aylik 24 disi Sprague-Dawley sigani tiikiiriikleri L. reuteri ve S. mutans ile farkli
siralarda inokiile edilip ve 5 ay siire ile L. reuteri ve S. mutans’in oral mikrobiyotadaki
kolonizasyonu degerlendirilmistir. Calismadan elde edilen sonuglara gore, S. mutans
inokiilasyonundan 6nce L. reuteri kullanilan grupta S. mutans kolonizasyonu goriilmezken
diizenli kullanim ile L. reuteri’nin anlamli sekilde artis gosterdigi ve birakildiktan sonra da
zaman icerisinde diistiigii bildirilmistir. Once S. mutans’m inokiile edildigi grupta ise,
L. reuteri inokiilasyonu sonrasinda S. mutans diisiis gdstermeye baslamistir.'”” Bu
calismalardan elde edilen sonuglar L. reuteri’nin probiyotiklerin oral mikrobiyotada
kolonizasyonunu azaltan mekanizmasi olarak varsayilan dis yiizeyinde dnce kolonize olan
probiyotik  bakterilerin S. mutans kolonizasyonuna firsat birakmamasi olarak

yorumlanmustr,'97-129

Insanlarda dental plak rneklerinden izole edilen bir L. salivarius susunun, geleneksel
hamsterlerde diisiik diizeyde ve gnotobiyotik sicanlarda yiiksek diizeyde dis ¢iiriigiine neden
oldugu rapor edilmistir.!*!% Buna karsilik, son zamanlarda L. salivarius'un baska bir
susunun, dis ylizeyindeki tiikiiriik pelikilina baglanma kabiliyeti nedeniyle peri-odontopatik
bakterilere ve mutans streptokoklara kars1 probiyotik etkiye sahip oldugu rapor edilmistir.'%
Bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri maddelerin iiretimini gosteren bazi L. salivarius suslart
S. mutans da dahil olmak lizere ¢esitli bakterilerin inhibisyonu ve bakterisidal etkileriyle
baglantilidir. Hem inhibisyon hem aktivasyon seklinde etki gosteren Lactobacillus suslari
streptokoklar ile koagregasyon yapabildiginden normal oral mikrobiyotanin bir parcasi

olabilirler.'®

L. salivarius probiyotik susunun karyojenitesinin incelendigi baska bir ¢alismada,
siganlar L. salivarius ve S. mutans ile enfekte edilmis ve oral mikrobiyotada degisen
miktarlar ve ciiriik gelisimleri degerlendirilmistir. Calisma kapsaminda sadece L. salivarius,
sadece S. mutans ve her ikisiyle de farkli zamanlarda enfekte edilen gruplar arasinda her
ikisinin kullanildig1 grupta tek basina kullanilanlardan ve sadece S. mutans varliginda sadece
L. salivarius’tan istatistiksel olarak daha fazla dental biyofilm gelisimine neden oldugu
gosterilmistir. Ayrica, L. salivarius’un 5 giin veya daha uzun siire inokiile edilmesinin dental
biyofilm ve dis ¢iiriigii gelisimi agisindan istatistiksel fark yaratmadigi da gosterilmistir.!%?
Sonug olarak, bu ¢alismanin sonuglari, inokiilasyon miktar1 veya inokiile edilen tiir sayisi
artttkca L. salivarius LS1952R susunun dis yiizeylerinde kolonize olamadigi yani

koagregasyonun gerceklesemedigini, S. mutans'm karyojenitesini arttirdigim gostermistir.'%>
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Nishihara ve arkadaslar1 yaptig1 ¢alismada L. salivarius igeren tabletlerin kullanimi1
tizerine tiikiiriikteki Lactobacillus diizeylerini ve tiikiirik tamponlama kapasitesini
degerlendirmis ve her ikisinde de anlamli derecede artis oldugu ve dolayisiyla ciiriik
gelisimine direncin artirilabildigi belirtilmistir.'% Lactobacillus tiirlerinin probiyotik
mikroorganizma ve dental biyofilmde kolonize olabilen patojen mikroorganizma olmasina
yonelik ¢ok sayida tiirii lizerinde arastirma yapilmistir. Yukarida bahsedilen ¢alismalar da
Lactobacillus tiirlerinin her iki 6zelligi de gosterme egilimi oldugunu tekrardan kanitlar
niteliktedir, !03-105:107.109.129.130° Ancak  Lactobacillus tiirii probiyotik mikroorganizmalarla
ilgili agiz saglhigina yonelik cok sayida ¢alisma yapilmis olmasina ragmen hala en etkin

mikroorganizma arayisi da devam etmektedir,!%7>77:103-105.107.108,127.129,131,132

Oral mikrobiyotada c¢ok fazla tiirii olan bir cins oldugundan bu tez ¢aligsmasinda cins
diizeyinde bakilarak genel olarak karyojenik diyet ve probiyotik mikroorganizma
kullanimina verecegi tepki anlasilmaya calisilmigtir. Bu tez calismasinda da, deney
hayvanlarindan heniiz karyojenik diyet ve probiyotik kullanim1 baslamadan 6nce alinan ilk
orneklerde Lactobacillus tirlerinin her grupta kolonizasyonu goriilmiistiir. Bu durum
Lactobacillus tiirlerinin sicanlarda da oral mikrobiyota iiyesi oldugunu gostermektedir.
Ayrica, karyojenik diyet ve S. salivarius K12 probiyotiginin uygulanmasinin Lactobacillus
sayist lzerinde yaratacagi etki de ikinci ve iiglincii Ornekler ile karsilastirilarak

degerlendirilmistir.

Son yillarda S. salivarius’un probiyotik mikroorganizma olarak kullanimi giindeme
gelmistir. Dis hekimliginde S. salivarius’un probiyotik olarak kullanilan iki ana susu K12 ve
M18'dir.2*6872133 § - salivarius K12'nin oral biyofilm olusumu iizerinde inhibitor bir etki
sagladig1 ve S. salivarius M18 kullaniminin plak indeksini azalttig1 ve periodontal saglik
gostergelerini iyilestirdigi gosterilmistir,!1-11315:133.170 ¢ calivarius M18 etkinligi heniiz
tartismal1 olan ve klinik olarak kolay uygulanabilir bir formu {ilkemizde bulunmayan bir
probiyotik mikroorganizmadir. S. salivarius K12 probiyotik suglarinin halitozis denilen agiz
kokusu iizerine etkinliginin degerlendirildigi caligmalar bulunmaktadir,!!!:112:133.170
S. salivarius K12 nin halitozis iizerinde etkisinin degerlendirildigi klinik caligmalar

bulunurken dental biyofilm iizerindeki etkisinin degerlendirildigi in-vitro ve in-vivo

calismalar bulunurken deney hayvanlari {izerinde yapilmis ¢alisma bulunmamaktadir.

He ve arkadaslarmin yaptigi randomize kontrollii klinik ¢alismada halitozis varligi

teshis edilen hastalar, S. salivarius K12 probiyotik tabletlerini kullanan ve kullanmayan
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bireyler seklinde iki gruba ayrilarak plak indeksi, kanama varligi, periodontal cep derinligi
gibi periodontal sagligin klinik belirteglerini degerlendirmiglerdir. Caligmanin sonuglari, iki
grup arasinda bu belirtegler agisindan istatistiksel fark goriilmedigini gostermistir. Yazarlar,
iki grup arasinda istatistiksel fark olmamasini dil sirtinda biriken mikroorganizmalar
sonucunda gelisen halitozisin, bakteriler uzaklastirilmadigindan probiyotik etkinliginin az

olmas1 seklinde yorumlamustir.'*?

S. salivarius’un bakteriosin (salivarisin A ve salivarisin B) denilen ugucu siilfiir
bilesiklerini iiretmesi ile diger bakterilerin sayilarini azalttig1 bilinmektedir. Bu bakterinin,
ag1z kokusu olusumunda rol oynayan bazi bakterilerin temsili suslarinin iiremesini inhibe
ettigi in-vitro olarak gosterilmistir.!'"133170 S salivarius K12 susu aym zamanda agiz
mikrobiyotasinin dnceden var olan {iyeleri tarafindan salivarisin iiretimini ¢apraz uyararak
agiz boslugundaki seviyelerini de artirabilir. S. salivarius K12 igeren sakiz veya pastil
kullaniminin agiz kokusunu onlemek amaciyla kullanilmasi ile oral mukozadaki siilfiir
bilesiklerinin seviyesini diisliriilebilir. Etki beklenilen siire boyunca, probiyotigin oral
mukozaya kolonizasyonu ve dis ylizeylerinde adezyonu amaciyla pastilin veya sakizin her
giin yemek sonrasinda ya da dislerini fircaladiktan sonra her aksam kullanimi tavsiye
edilmektedir. Bunedenle, S. salivarius K12 susu igeren tabletlerin alinmasi, baz1 kotii kokulu
oral patojenlerin iiremesini baskilayarak faydali olabilir.''!3* Ancak, her probiyotik
mikroorganizma farkli etki gosterdiginden, S. salivarius K12 suslarinin da uzun doénem
calismalarinin yapilmas: gereklidir.”>!'% Ciinkii, kotii agiz kokusu yani halitozis olan
hastalarin dil sirtindaki mikrobiyal bilesimin, agiz kokusu olmayan kisilere gore daha

karmasik oldugu gosterilmistir.'*?

Probiyotik mikroorganizmalarin giinliik kullanimiyla kisa vadede S. mutans
diizeylerini degistirmek miimkiindiir. Ancak, yasamin hangi déneminde daha etkin oldugu,
hedeflenen yas gruplari, probiyotiklerin en dogru kullanim formu, probiyotik
mikroorganizma igerigi ve miktar1 gibi faktorlerin etkisinin kolonizasyonu etkiledigi
kanitlanmistir. Bu nedenle, probiyotiklerin ¢iiriik azaltic1 potansiyeline iliskin mevcut zayif
kanitlar1  desteklemek igin daha ileri calismalara ihtiya¢ vardir.!®® Probiyotik
mikroorganizmalarin etkinliginin degerlendirilmesi i¢in miimkiin olan en standart diyet ve
ortamin saglanmasi gereklidir, bu nedenle bu tez ¢alismasinda benzer miktarda ve 6zellikte
yem ve su tiiketilen deney hayvanlar1 kullanilarak oral mikrobiyotadaki S. salivarius
kolonizasyonu degerlendirilmistir. Ayrica, S. salivarius K12 ile ilgili ¢alismalarda, disler

tizerinde mikrobiyal ¢esitliligi fazla olan biyofilm tabaka iizerindeki probiyotik etkinligi
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heniiz kanitlanmadigindan bu c¢alismada etkinligi hayvan ¢alismasi ile degerlendirilmistir.
Bu calismadan elde edilen sonucglara gore, S. salivarius K12 igeren probiyotik tablet
¢Ozlinmiis su ic¢ilmeden Once alman ilk O&rneklerde S. salivarius kolonizasyonu

goriilmediginden sicanlarda normal oral mikrobiyota iiyesi olmadigi da gosterilmistir.

S. mutans dental biyofilmden izole edilen ve 6zellikle erken donem ¢ocukluk c¢agi
cliriigii etiyolojisinde rol oynayan tiim karyojenik mikroorganizmalar i¢erisinde en baskin
ve etken mikroorganizma oldugu igin probiyotik mikroorganizmalarin S. mutans
kolonizasyonunu inhibisyonu iizerinde durulmaktadir.**>” Siikrozun neden oldugu
karyojenik diyet sayesinde dis ylizeylerinde olusumunu indiikledigi dental biyofilm olusumu
sayesinde S. mutans sayisinin artmasi olasi beklenen bir sonugtur. Bu nedenle bu tez
caligmasinda probiyotik mikroorganizma olarak son yillarda ortaya atilan S. salivarius K12
susunun dental biyofilm ve dis ¢iirilk mekanizmasinda ana patojen olarak bilinen S. mutans

ve Lactobacillus tiirleri lizerindeki etkisi degerlendirilmistir.

Bu tez calismasinda degerlendirilen S. salivarius, S. mutans ve Lactobacillus
tirlerindeki nicel degisimin dental biyofilm olusum veya inhibisyon hizi ile ilgili bilgi
vermesi beklendiginden modern mikrobiyolojik analiz yontemlerinden PZR kullanilmistir.
Polimeraz zincir reaksiyonu yontemlerinin bir¢ok alanda giivenle kullanildig: yillardir
bilinen ve kabul gormiis bir yontemdir. Ayrica, dis hekimligi alaninda da gerek
periodontoloji, endodonti gibi klinik bilimler gerekse oral mikrobiyota calismalari, immiin
ve inflamatuar belirte¢lerin tanimlanmasi gibi temel bilimler alaninda da dogruya ¢ok yakin,

hizli ve duyarl yontemlerden kabul edilmektedir.>!”!

Polimeraz zincir reaksiyonu belirli bir DNA segmentinin in-vitro sartlarda enzimatik
olarak cogaltilmasini saglayan DNA amplifikasyonu, hizli bir yontemdir. PZR ile DNA
amplifikasyonu toplanan drneklerdeki diisiik miktarda bulunan bakterilerin saptanmasini
saglar. Bu yiizden orneklerdeki DNA’lar lizerinden arastirma yapilirsa daha kesin sonuglar
elde edilmektedir.>!"! Bu amagla 6rnek toplanmasindan sonra drneklerdeki DNA canliliginin

korunmasi i¢in -80°C’de saklanmis ve DNA izolasyonu yapilmistir.

DNA izolasyonu toplanan orneklerde bakterilerin hiicre duvarinin DNA’ya zarar
vermeden parcalanmasini saglamaktadir. Bakteriyel DNA izolasyonu i¢in en sik kullanilan
yontemler deterjan, kiiciik cam baloncuklar kullanilarak vibrasyon ve proteinaz K ile bakteri

duvarinin par¢alanmasidir. Son yillarda kii¢iik veya az miktar toplanan 6rneklerden yeterince
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ve ¢ok sayida DNA elde edebilmek i¢in ticari kitler de kullanilmaktadir.!”! Bu ¢alismada da

proteinaz bazli ticari kit kullanilarak DNA izolasyonlar1 yapilmistir.

PZR dongiisiiniin ilk agsamasinda 95°C’de DNA denatiire edilerek tek sarmal haline
getirilir. Ikinci asamada ¢ogaltilmak istenen DNA dizisine 6zgiil iki primer 55-60°C
civarinda, ilk agamada ayrilan kalip DNA tek zincirine baglanir. Son asamada ise 72°C’de
polimeraz enzimi aktive olarak primerlerin uzamasini saglar. Bu 3 asama bir dongiiyl
olusturur ve her dongii sonunda DNA pargas1 iki katina ¢ikar. Bu dongiiler 1s1 dongii
cihazinda gergeklestirilir ve 30 dongii sonunda yaklasik 10° DNA molekiilii elde edilebilir.
Bu reaksiyonlar sonucunda cogaltilan DNA bolgeleri agaroz veya poliakrilamid jel
elektroforezine tabii tutularak UV 15181 altinda goriintiilenir.!”! Bu PZR yontemi ile kantitatif
DNA miktar1 tespit edilemediginden c¢alismamizda daha modern bir PZR yo6ntemi olan
gercek zamanli kantitatif sonug¢ veren PZR yoOntemi tercih edilmistir. Bu yontemin yeniligi
ortama eklenen floresan indikator boya ile reaksiyon ilerlemesinin es zamanli olarak
izlenebilmesi ve sonucta sentezlenen DNA miktar ile orantili olarak olusan floresan sinyal
sayesinde kantitatif sonug elde edilmesidir. Floresan sinyaller sisteme eklenmis florometre
araciligiyla olciiliir ve standart suslarin diliisyonlarindan elde edilen DNA miktarlarindan
elde edilen bir egri olan amplifikasyon egrisi ile karsilastirilarak orneklerdeki hedef DNA

dizi miktarlarn belirlenir.

Gergek zamanli kPZR yontemi kapali ve otomatize bir sistem oldugundan daha eski
olan konvansiyonel PZR yontemlerine kiyasla kontaminasyon riski diisiik, elektroforeze
ithtiya¢c duymayan ve daha kisa siirede sonug veren bir yontemdir. Ger¢ek zamanli kantitatif
PZR yonteminin ‘TagMan’, SYBR-yesili ve molekiiler isaret (‘beacon’) kullanilan
formatlar1 bulunmaktadir.!**!”! Bu formatlar arasindan benzer DNA dizilerinin yogun ve
karisik oldugu ag1z 6rneklerinde genelde ‘TagMan’ kullanildigindan bu tez ¢aligmasinda da
‘TagMan’ kullanilarak ortaya ¢ikan floresan sinyaller florometre ile dlciilerek hedef DNA
dizilerinin miktarlar1 belirlenmistir. Bu tez c¢alismasinda si¢anlardan toplanan agiz
Orneklerinden izole edilen DNA izolatlarindaki S. mutans, S. salivarius ve Lactobacillus
tiirlerine ait DNA dizi miktarlar1 ‘TagMan’ format kullanilarak gercek zamanli kPZR ile
analiz edilmistir. Analizden elde edilen kantitatif sonuglar ile karyojenik diyet ve probiyotik
kullanimi Oncesinde ve sonrasinda alinan Orneklerdeki S. mutans, S. salivarius ve

Lactobacillus tiirlerinin nicel degerleri karsilagtirilmistir.
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Bu tez calismasindan elde edilen kPZR sonuglarinin istatistiksel analizi sonucunda,
karyojenik diyet uygulanmasi veya uygulanmamasi ile probiyotik uygulanmasi veya
uygulanmamas1 gibi degiskenlerin aym1 anda uygulanmasindan dolay1 Lactobacillius
sayisinin istatistiksel olarak farklilik gostermedigi sonucu elde edilmistir. Bu ¢alismanin
sonuclarina bakildiginda, deneyler baglamadan 6nce alinan agiz i¢i 6rneklerde Lactobacillus
tiirlerinin bulunmas1 ag1z ortaminda kommensal olarak bulunabilen tiirlerden olusmasindan
kaynaklaniyor olabilir. Bu tez ¢calismasinda elde edilen sonuglara gore tiim gruplarda TO, T1
ve T2 zamanlarina gore Lactobacillus tiirlerinin sayist degerlendirildiginde istatistiksel fark
olmadig1 ancak nicel artis oldugu goriilmistiir. Lactobacillus tiirlerinin sayisindaki artigin
ozellikle Grup 1 ve Grup 2’de goriildiigiinden bu durum karyojenik diyet uygulanmasina
baglanabilir. Bu durum, Lactobacillus tiirlerinin organize dental biyofilm varliginda daha
fazla goriilmesine ve organize dental plak olusmasi i¢in karyojenik diyetin 2 ay boyunca
devam etmesi nedenlerine baglanabilir. Ayrica, karyojenik diyetin uygulanmadigi sadece
probiyotik mikroorganizma igeren su tiiketilen Grup 3’te Lactobacillus sayisindaki artigin
Grup 1 ve Grup 2’e gore daha diisiik olmasi1 da karyojenik diyetin etkisini gosteren diger bir
sonugtur. Lactobacillus tiirlerinin sayisal artisinda gruplar arasinda fark olmamasi ise
saglikli oral mikrobiyotada Lactobacillus tiirlerinin varligina ve cins diizeyinde yapilan

degerlendirmeye yani bircok tiiriin bir arada degerlendirilmesine de baglanabilir.

Ayrica, Lactobacillus'un bagirsak mikrobiyomunda mevcut oldugunda bir probiyotik
olarak onerilmesine ragmen, bu cinsin ag1z mikrobiyomunda kotii agi1z hijyeni ve dolayistyla
dis ciiriikleri ile iliskili oldugu bu calisma ile de gosterilmistir. Ayrica, bu tez ¢alismasi
kapsaminda en sik degerlendirilen Lactobacillus tiirlerine 06zgli primer dizileri
hazirlanmustir. Bu tiirler L. reuteri, L. rhamnosus, L. acidophilus, L. paracasei, L. casei, L.
salivarius, L. brevis ve L. plantarum tiirlerine 6zgl primer dizileri yapilmistir. Lactobacillus
mikroorganizmalarinin nicel olarak degisiminin degerlendirildigi bu ¢alismada
Lactobacillus genis kapsamli bir cins oldugundan ve hem karyojenik diyetten hem
probiyotik varligindan kolaylikla etkilendiginden yani hem dental plak olusumu hem de
inhibisyonunda rol aldigindan literatiirde en fazla calisilan tiirlerine yonelik degerlendirme
yapilmistir. Kontrol grubu olarak kabul edilen probiyotik ve karyojenik diyet uygulanmayan
Grup 4’te ise Lactobacillus tiir miktarinin diger gruplarla benzer seviyede bulgulanmasi bu
goriisii desteklemektedir. Bu nedenlerle, normal, saglikli ve sagliksiz oral mikrobiyota
elemani olan Lactobacillus degerlendirilirken tiir tayini yapilmasinin genis kapsamli baska

bir ¢calismanin konusu olmas1 gerektigi diistiniilmektedir.
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Lactobacillus tiirleri ile yapilan calismalar, ¢ogu tiiriiniin probiyotik oOzellikte
oldugunu géstermektedir,!7577-104107.108,127.129.13L132 Apcak  Lactobacillus tiirlerinin dental
biyofilm {izerinde S. mutans adezyonundan sonra kolonize olup 6zellikle derin ciiriik
bulunan a8z  ortaminda  yliksek  seviyede bulundugu da  caligmalarla
gosterilmistir.41-103:103128.13L150 1 5040 hacillus cinsi iginde ok sayida tiir bulunmasi nedeniyle
probiyotik mikroorganizma olan tiirlerinin disardan besinlerle 6zellikle fermente gidalarla
alindig1 bilindiginden ve bu calismada bu besinler tiiketilmediginden sadece karyojenik yem
tiikketildiginden, karyojenik o6zellikte olan Lactobacillus tiirlerinin baskin oldugu tahmin

edilmektedir.

Oral mikrobiyotada bulunan ¢ok sayida tiirli olan Lactobacillus tiirlerinden 6zellikle
L. salivarius’un farkli suslarinin ¢iiriik olusumunu hem artiric1 ve hem azaltici etkisi oldugu
da ¢alismalarda gosterilmistir.!-1% Ayrica, L. rhamnosus, L. reuteri tiirlerinin varliginda da
S. mutans kolonizasyonunun engellendigi gosterilmistir.”>196108129172173 " 1 yer0bacillus
tiirlerinin karyojenik diyet varliginda kolonizasyonu artan S. mutans lizerindeki etkisinin
tartismali oldugu ¢alismalarla gosterilmigtir,1:103:105:.128.13L150.172 By te7 caligmasinda kPZR
analizi sirasinda S. mutans yeterli miktarda DNA amplifikasyonu gostermediginden
amplifikasyon egrisi denilen esik egrisini gecememis ve florometrenin dlgebilecegi diizeyde
floresan yayamadigindan kolonizasyonunun yok denecek kadar az miktarda oldugu
goriilmiistiir. S. mutans’in yiiksek kolonizasyonu karyojenik diyet uygulanan gruplarda
(Grup 1 ve Grup 2) beklenmekteydi, bu nedenle S. mutans’in kolonize olmamasi Grup 1°de
oral probiyotik kullanimina baglanabilirken, Grup 2’de Lactobacillus’un varligina, bazi
tirlerinin  probiyotik mikroorganizma gorevi gormesine ve S. mutans Oncesi

kolonizasyonuna baglanabilir.

Grup 3 ve Grup 4 gruplarinda karyojenik diyet uygulanmayip, probiyotik
mikroorganizma igeren su igirilen ve i¢irilmeyen deney hayvanlar1 dahil edildiginden, bu
gruplarda S. mutans’in kolonizasyonu beklenmediginden bu sonug karyojenik diyet ve S.
mutans iligskisini kanitlamaktadir. Ayrica, elde edilen kPZR sonuclarina bakildiginda,
Lactobacillus cins diizeyinde istatistiksel fark gostermezken, S. salivarius’un zamana baglh
degisimlerinde istatistiksel fark goriilmiistiir. Grup 1’de karyojenik diyet uygulanmasina
ragmen baglangic (T0), 1 ay (TI) ve 2 ay (T2) kontrollerinde alinan 6rneklerdeki S. salivarius
miktarlar arasinda istatistiksel olarak anlamli artis goriilmiistiir. S. salivarius K12 probiyotik
susu ile inokiile edilen grupta (Grup 1) S. mutans varh@inin baskilanmasi daha oOnce

arasgtirilan probiyotik mikroorganizma ile yapilan probiyotik ¢aligmalarinin sonuglar ile
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uyumlu goriinmektedir. Bu da S. salivarius’un probiyotik mikroorganizmalardan beklenen
dis ylizeyinde olusan biyofilm tabakaya patojenlerin yerine baglanabilme hipotezini

desteklemektedir.

Ayrica, probiyotik kullanilan ancak karyojenik diyet uygulanmayan grupta (Grup 3)
baslangi¢ (T0), 1 ay (TI) ve 2 ay (T2) kontrollerinde alinan &rneklerdeki S. salivarius
miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli artis goriillmesi de S. salivarius’un
kolonizasyon becerisini gostermektedir. Gruplar arasi sonuglar karsilastirildiginda, T1 ve T2
icin Grup 1 ve Grup 3 sonuglart karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sonug
c¢ikmamast karyojenik diyet varliginda veya yoklugunda S. salivarius kolonizasyonunun
etkilenmedigi sonucunu vermektedir. Tabii bu kolonizasyonun temelinde yatan
mekanizmanin ana nedeninin salinan bakteriyosinler oldugu literatiirde bahsedilse de genis
capli caligmalar yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. S. salivarius K12 tabletlerin kullanildigi
randomize kontrollii klinik ¢aligmada halitozis varlig1 tespit edilen hastalarda etkinligi zayif
bulunmasina ragmen bu durum mekanik temizlik yapilmamasina baglanmistir.!3!7° Ancak,
dental biyofilm nedeniyle gelisen halitozisin tedavisinde basarisiz oldugu gosterilen S.
salivarius K12 tabletlerinin bu tez ¢alismasinda sigcanlarin oral mikrobiyotasindaki
kolonizasyonu anlamli derecede yiiksek seviyede bulunmustur. Bu yiizden, dis ylizeylerinde
dental biyofilm bulunan yani oral hijyeni kotii ve dis ¢iiriigii gelisme riski tagiyan bireylerde

de denenmesi gerektigine dair klinik calismalarin 6nii agilmis bulunmaktadir.

Bu tez ¢alismasinin ikincil amaci olan probiyotik etkinliginin probiyotik birakildiktan
sonra da devam edip etmediginin degerlendirilmesi i¢in her iki probiyotik mikroorganizma
kullanilan gruplarda (Grup 1 ve Grup 3) elde edilen sonuglar karsilagtirilmistir. Sonuglara
bakildiginda, Grup 1 ve Grup 3 gruplarinda 1 aylik takip stiresi sonunda probiyotik kullanimi
birakilmasima ragmen TO ve T2 arasinda istatistiksel fark olmasi probiyotik bakteri S.
salivarius K12’nin oral kolonizasyonunun basarili oldugunu ve etkinliginin devam ettigini
gostermektedir. Ancak, Grup 1 grupta istatistiksel olarak anlamli olmasa da S. salivarius
miktarindaki diisiis karyojenik diyetin devam etmesine yani patojen mikroorganizmalarin
artan kolonizasyonuna baglanabilirken, Grup 3 grupta ise yine istatistiksel olarak anlamli
olmamasmma ragmen S. salivarius miktarindaki artis patojenle karsilasmadiginda

kolonizasyonunu artirarak devam ettirebilmesi sonucuna varilabilir.

Probiyotiklerin birakildiktan sonra etkinliklerinin devamliligini degerlendiren

calismalardan, Caglar ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada, L. reuteri birakildiktan sonra
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istatistiksel fark olmaksizin diisiis olmas1 kullanim birakildiktan sonra da probiyotiklerin
oral mikrobiyotada kolonizasyonunun devam ettigini gostermistir.'” Ayrica, Yli-Knutilla ve
arkadaslari, 14 giinliik bir deneme siiresinde L. rhamnosus GG'nin oral kavitede kolonize
edilmesini incelemis ve meyve suyunun birakilmasindan 1 hafta sonraki zaman boyunca
sadece gegici olarak tespit edildigini gozlemlemislerdir.!”> Hasslof ve arkadaslar ise
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei F19 probiyotik mikroorganizmalarinin siitten
kesme sirasinda oral mikrobiyotada kolonizasyonunun basladigini ancak, 8 y1l sonra yapilan

kontrollerde ne tiikiiriikten ne de diskidan izole edilmediklerini de bildirmistir.'>

Bu calismalar oral mikrobiyotadaki probiyotik etkinligine yonelik farkli sonuglar verse
de cogunlukla Lactobacillus tiirlerinin kullanilmasini 6neren ve probiyotik mikroorganizma
birakildiktan sonra bile etkinligin devam ettigi ve koruyucu gorevini siirdiirdiigiinii
gostermistir. Bu baglamda, bu tez ¢alismasi S. salivarius K12 probiyotik mikroorganizma
kullanimina ara verildiginde bile etkin oldugunu gosteren ilk c¢alisma olma &zelligi
tasimaktadir. Bu yiizden S. salivarius’un birakildiktan sonra etkinliginin degerlendirildigi
bir ¢calisma olmadigindan karsilastirma yapilamamaistir. Ayrica, son yillarda ortaya atilmasina
ragmen oral mikrobiyotada yiiksek etkinlik gostermesi beklenen, umut vaat eden S.
salivarius K12  probiyotik  mikroorganizma  etkinliginin  klinik  calismalarda

degerlendirilmesi gerektigi yoniinde olumlu sonuglar alinmistir.

Sonug olarak, bu tez calismasinda standart diyet ve bakteriye gerekli olan yasama
ortami saglanarak probiyotik mikroorganizma etkinliginin gergek zamanli KPZR ile analiz
edilmesi bu ¢aligmanin giiglii taraflarindandir. Calisma tasariminin standardize edilmesinin
ardindan, sigcanlarin da gruplara randomize dagitilmasi, negatif kontrol grubu ile
karsilastiritimasi ve ger¢ek zamanli KPZR yontemini uygulayan kisinin deney gruplarindan
bihaber olmasi ¢aligmadaki biaslar1 ortadan kaldirmaktadir. Bu tez ¢alismasinin 6nemli bir
kisitliligi deney hayvanlari ile ¢alisilmasi ve kemirgenlere 6zgii karakteristik 6zelliklerin tam
bilinmemesidir. Ancak, Wang ve arkadaslar1®® yaptiklar1 calismada da S. salivarius K12
igeren tabletleri farelerin igme suyuna katarak uyguladigindan, bu tez ¢alismasinda literatiir
destegine giivenilerek hareket edilmistir. Bu ¢alismada igme sularinda ¢6zdiirtilen probiyotik
mikroorganizma igeren tabletler nedeniyle ilk giinlerde su igmekten kagindiklar1 fakat
sonrasinda adapte olduklar1 gézlemlenmistir. Bu noktada S. salivarius K12 igeren sadece
tablet formun olmasi ¢alismanin deney hayvanlar1 iizerinde uygulanirken karsilasilan
kisitlilik olarak kabul edilebilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda agiz i¢i tiikiirik Orneklerindeki S. salivarius, S. mutans ve
Lactobacillus tiirlerinin nicel durumlari KPZR ile elde edilmis ve gruplar arasi karsilastirma
sonuglaria gore, S. salivarius probiyotik mikroorganizmanin anlaml sekilde deneklerde
kolonize olabildigi ve S. mutans kolonizasyonunu 6nledigi gosterilmistir. Ayrica, ¢ok sayida
tirti olan Lactobacillus cinsinde, istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmasa bile zaman
igerisinde karyojenik diyet uygulanan iki grupta da daha yiiksek artis gostermesi dental
biyofilmdeki patojen karakterine baglanabilir. Ayrica, S. salivarius K12 kullanan gruplarda
kullanim sonrast yiikksek mikroorganizma sayisinin devam etmesi koruyucu ozelliginin
yiiksek oldugunu vurgulamaktadir. Bu sonuglara bagli olarak deney hayvanlari tizerinde
karyojenik diyet uygulanmasina karsin S. mutans ve Lactobacillus anlamli artis
gostermezken S. salivarius’un baskilayici etkisi ve dis ¢lirliglintin ana patojeni olarak kabul
edilen S. mutans’in kolonizasyonunu inhibe ettigi goriilmiistiir. Bu nedenle bu hayvan
caligmasindan sonraki adim olan, oral mikrobiyotadaki en 6nemli saghk sorunu dis
curigiintin ilk nedeni olarak kabul edilen dental biyofilm inhibisyonundaki etkinliginin

degerlendirilecegi klinik ¢alismalarla da degerlendirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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EK 1: Proje ve etik kurul onay1

Evrak Tarih ve Sayisi: 11.08.2022-150540 Qé

1993
BASKENT UNIVERSITESI

Tip ve Saghk Bilimleri Arastirma Kurulu

Say1 :E-94603339-604.01.02-150540
Konu :Proje Onay1 11.08.2022

DAGITIM YERLERINE

Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda goérev yapmakta olan Prof. Dr. Ahmet Celal
Basustaoglu'nun danismanhiginda Saglik Bilimleri Enstitust / Tibbi Mikrobiyoloji Doktora Programi
ogrencisi Didem Sakaryali Uyar'in sorumlulugunda yurutilecek olan DA22/24 nolu "Streptococcus
salivarius K12 kullanimmin agiz sagligina etkisinin degerlendirilmesi" baghkli arastirma projesi
Kurulumuz ve Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 20/05/2022 tarih ve 22/22 sayili karari ile uygun
goriilmistiir. Projenin baslama tarihi ile ¢alismanin sunuldugu kongre ve yayimlandig: dergi konusunda
Kurulumuza bilgi verilmesini rica ederim.

Not: Calisma bildiri ve/veya makale haline geldiginde "Gere¢ ve Yontem" bolimine asagidaki
ifadelerden uygun olaninin eklenmesi gerekmektedir.

— Bu ¢aliyma Bagkent Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan onaylanms (Proje
no:...) ve Baskent Universitesi Arastirma Fonunca desteklenmistir.

— This study was approved by Baskent University Ethical Committee for Experimental Resarch
on Animals (Project no:...) and supported by Baskent University Research Fund.

Prof. Dr. Hakan OZKARDES
Kurul Baskan

Dagitim:
Saglik Bilimleri Enstitlisu Miidiirligiine
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HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIiK KARARI

TOPLANTI SAYISI KARAR SAYISI KARAR TARIiHI

11 22/22 20/05/2022

Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda gérev yapmakta olan Prof. Dr. Ahmet Celal Basustaoglu
tarafindan yiiriitiilecek olan DA22/24 nolu “Streptococcus salivarius K12 kullaniminin ag1z saglifina
etkisinin degerlendirilmesi” baglikli aragtirma projesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan
incelendi ve etik agidan uygun olduguna oybirligi ile karar verildi.




EK 2: istatistiksel 6n analiz

F tests - ANOVA: Repeated measures, between factors

Analysis: A priori: Compute required sample size

Input;

Output:

Effect size f = 0.60 (Orta ile biiylik arasi etki)
ot err prob = 0.05 (Tip I hata olasiligi)
Power (1-B err prob) = 0.90 (Giic otasihigi)

Number of groups =4

Number of measurements =3

Corr among rep measures =0.5
Noncentrality parameter A  =17.2800000

Critical F = 2.946853
Numerator df = 3.0000000
Denominator df = 28.0000000

Total sample size = 32
Actual power 0.9169824
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F tests -~ ANOVA: Repeated measures, between factors
Number of groups = 4, Number of measurements = 3,
;orr among rep measures = 0.5, o err prob = 0.05, Effect size f = 0.6

T T T T T T T T —T T T
0.65 .7 0.75 .8 0.85 0.9 Q.95
Power (1= err prob)

Aragtirma diizenine gére 6rneklem biyuklagi ve guc hesaplamasinda G*Power 3.1.3 paket programi
kullanidmigtir. Arashrmanin temel hipotezi, “Karyojenik diyet verilen ve veriimeyen deney hayvaniarinin
kendi icinde de probiyotik kullaniminin g kez 6lgim sonucunda cesitli parametrelere etkisini”
belirlemektir. Bu amagla varsayimlar saglandigi takdirde Tekrarli Olgumlerde gruplar arasi Varyans analizi
ile hipotezler test edilecektir. %90 gig, %5 tip | hata olasihdi ile aragtinian etkiyi (Large-medium effect

size) ortaya gikarmak icin en az 32deney hayvani ile gahgiimasi uygun gérilmistir.
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