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OZET

Son yillarda insan agz bosluguna yerlesen yaklasik 700 bakteri tiirii ya da filotipi oldugu
saptanmustr. Bu tiirlerin  bazilar1 kommensal olup, agiz saghg icin olumlu bir etki
yaparken, bazlarmm patojen olabildigi dislinilmektedir. Diseti hastalklart ve dis
curtklerinin olusumunda agz bakterileri Onemli rol oynamaktadwlar. Agz patojenleri
birbiri ile etkileserek hastalk olusumunda is birligi yapabilmekte ve bdylece patojeniteyi
artrabilmektedirler. Diger enfeksiyon hastaliklarmda oldugu gibi dental enfeksiyonlarm da
baglamasmda en Onemli admmlardan birisi bakterilerin agiz epiteline adezyonudur. Bu
calismada, probiyotik Ozelligi olan Lactobacillus rhamnosus ATCC 9595 standart susunun,
agiz patojenlerinden konak hiicrelere internalizasyonu ile bilinen ve doku ykmmm
kolaylagtiran genis donammh viriilans faktorlerine sahip Porphyromonas gingivalis ile
dental plak ve dis ¢irikleri ile iliskilendirilen viridans streptokoklardan Streptococcus
mutans’m  adezyonunu  etkileyip  etkilemedignin  arastwiimast  amaglanmugtir. Bu
calismada, periodontitis patogenezinde en ¢ok etkilenen bag dokusu hiicrelerinden insan
gingival fibroblast hiicrelerinin hiicre kiiltiirleri yapilarak agiz ekolojisinde sk rastlanan
mikroorganizmalarm bu hiicrelere olan adezyon kapasitelermin in vitro olarak incelenmesi
planlanmig ve arastrmalar gerceklestiriimistir. Bu amagla, in vitro insan gingival fibroblst
hiicre Kkiiltiirleri iizerinde bakterilern birbirleriyle ve konak hiicre ile etkilesimleri zaman
faktorii  dikkate almarak degerlendiriimistir. Insan gingival fibroblastlar1 hiicre kiiltiirii
ortaminda c¢ogaltildiktan sonra secilen bakterilerle enfekte edimislerdir. Daha sonra Gram
boyama yontemiyle boyanmis ve 151k mikroskobunda hiicrelere tutunan bakteri sayilart
belirlenerek adezyon kapasiteleri belirlenmis ve istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
Calsma sonuglarma gore, Lactobacillus rhamnosus’un periodontopatojenler arasnda
biyik 6nem tastyan Porphyromonas gingivalis’in  gingival fibroblast hiicrelerine
adezyonunu inhibe ettigi belirlenmistir. Bunun yanmi swa Lactobacillus rhamnosus’un dis
cliriklerinin major faktorlerinden biri olan Streptococcus mutans’m adezyonunu ise
istatistiksel olarak anlamh Olgiide inhibe etmedig@i gozlemlenmistir. Bu cahsmada elde
edilen sonuglara gore probiyotik Ozellikli Lactobacillus rhamnosus’un kronik periodontitis
olusumunun  mhibisyonunda  etkili oldugunu; fakat karyojenite olusumunun nhibisyonuna
anlamli bir etkisi olmadig1 sonucuna varilmistir.
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ABSTRACT

There are approximately 700 bacterial species or phylotypes colonizing the human oral
cavity that have been detected in the past few years. Some of these species are considered
commensal and are believed to have a positive effect on oral health, while others are
considered pathogenic. Oral bacteria plays an important role for the formation of gingival
diseases and tooth decay. Oral pathogens may cooperate for the formation of diseases by
interacting with each other and thus increase the pathogenicity. Like other infectious
diseases, the adhesion of bacteria to the oral epithelium is one of the most important step
for the beginning of dental infections. The aim of this study is to observe the effectiveness
of standard Lactobacillus rhamnosus ATCC 9595 strain, as a probiotic bacteria, for the
adhesion of Streptococcus mutans which is a member of viridans streptocci associated
with dental plague and the formation of caries, and for the adhesion of Porphyromonas
gingivalis, as an oral pathogen,which is known as having well-equipped virulence factors
that facilitates the tissue destruction and internalization to the host cells. For this study in
vitro controlled trials were examined on human gingival fibroblast cell cultures depending
on the time intervals, bacteria-bacteria and bacteria-host interactions. As one of the most
important cell types at pathogenesis of periodontitis, fibroblasts were used in thus study in
order to observe the adhesion of the microorganisms. In addition, the interactions between
commensal and pathogen strains among the oral flora and their adhesion capacity to the
cells were examined in this study. The adhesion capacities of bacteria in the human
gingival fibroblast cell culture medium were evaluated by Gram staining microscopically
within the stated time intervals for the determined bacteria. The results of the study
revealed that, Lactobacillus rhamnosus inhibited the adhesion capacity of Porphyromonas
gingivalis, which has a great importance among periodontopathogens. Besides it was found
that Lactobacillus rhamnosus showed no statistically significant inhibition effect for the
adhesion capacity of Streptococcus mutans, which is one of the major factor for dental
caries. According to the results of the study, probiotic Lactobacillus rhamnosus was found
efficative for the inhibition of chronic periodontitis formation but it has no inhibitive effect
for the cariogenecity formation in tooth decay.
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1. GIRIS

Periodonsiyum; diseti, alveol kemidi, periodontal ligament ve sementten olusan ve
disi destekleyen yapi biitiiniidiir [1]. Periodontal hastalk, bakteriyel birikime ( mikrobiyal
dental plaga) karsy, kemik ve bag dokularmda enflamatuvar cevap olusumuyla karakterize,
kronik, enfeksiyoz bir hastaliktr. Periodontal hastalk terimi gingivitis ve periodontitisi
kapsar [2].

Gingivitis, dental plak bakterilerine ve onlarn {iriinlerme karsi dis cevresi yumusak
dokularmda enflamasyonla karakterize bir hastalktr. Periodontitis ise, disetinde gelisen
enfeksiyonun, diseti bag dokusu, periodontal ligament ve alveoler kemige ilerlemesi ile
disin destek dokularmmn ykmmma ve dis kaybma neden olan bir hastaliktr [3,4]. Yapilan
arastrmalarda her dort kisiden iigiinde periodontal hastalk varhig tespit edimis, ymne dort
kisiden ikisinde periodontitis gelistigi gdzlenmistir [1,3,5,6]. Peridontitisin  tiim diinyada
yaygm olarak kalp hastalklarmdan sonra 2. sikhkta gorilen kronik bir hastalk oldugu
bildirilmistir [7].

Periodontitisin  baglangic ve ilerlemesinde esas olan disler {izerindeki bakteri
biyofilmidir. Bu biyofilm tabakasmda baskin olarak Streptococcus anginosus ve
Actinomyces naeslundii gibi Gram pozitif fakiiltatif anaerop bakteriler bulunur. Ancak bu
biyofilm diizenli olarak kaldmiimazsa ekolojik degisikliklere bagh olarak Porphyromonas
gingivalis, Treponema denticola, Tannerella forsythia ve  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans gibi Gram negatif bakteri tiirlerinin sayis1 artar. Bu bakteriler
““periodontal patojen”” olarak kabul edimistir; konak inflamatuvar yanit yollarmi aktive

ederler ve konak bakteri temizlik mekanizmalarini bozarlar [8].

Bu patojen bakterilerin yamswra normal agiz florasmda kommensal olarak bulunan
kahci flora iiyeleri de bulunmaktadr. Dogum oOncesi steril olan agz ortammda dogumdan
ortalama 6-8 saat sonra agiz florasi olusmaya baslar. Agz florasm etkileyen faktorler
arasmda yenidogan, ¢ocukluk ve eriskin donemleri gibi farkh evrelerin yaniswra agz
hijyeni ve beslenme ahskanlklar1 gbi faktorler yer alr [9]. A8z bosluigundaki tiim
yiizeyler, Ozellikle oral streptokoklarm da i¢inde bulundugu erken kolonize olan tiirlerin
tutundugu  pelikil tabakasi (ince film tabaka) ile kaplanr. Bu asama dis ¢iiriikleri ve
periodontal hastaliklara sebep olan oral biyofim tabakasmmn ik asamasdr [10]. Bu
tabakadaki bakteriyel kolonizasyonun biiyiik bir kismumi Streptococcus mutans (S.mutans)

ve diger viridans streptokoklar olusturmaktadr. S.mutans glikoz, galaktoz gibi basit
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sekerlerden dekstran ve levan gbi polisakkarit yapida makromolekiiller {ireterek agiz

icindeki ylizeylere tutunur.

Biyofiim i¢indeki bir bakterinin patojen olabilmesi i¢in gerekli olan ik asama
dokulara yapisabilme Ozelligine sahip olmasidwr. Bakteriyel dental plagn biiyiikk oranda
toplandigi  bolgelerde periodontal dokularm etkilenme riski de artmaktadwr. Hastalign
olusmasmda konakta ve florada olusabilen degisikliklerden bazlari hastann sigara icmesi
ya da oral hijyenini yeterince saglayamamasi gibi faktorlerin yaniswra, floradaki
mikroorganizmalarin sayisinin da artarak patojenite kazanmasi seklindedir.

Periodontitis bakterilere ve bakteri {irlinlerine karsi gelisen bir hastalk olmasmmn
yanisira hastalgin patogenezi konagm verdigi immun cevap ile diizenlenir. Genetik ve
cevresel faktorler ile kazanilmis bagisiklik, patojene karsi olusan immun cevabi etkileyerek
periodontitise yatkmlig1 arttirabilirler [4].

Enfeksiyonlarm  olugsmasnda ik sartm  dokulara bakteriyel adezyon olmasi
nedeniyle son yillarda bu adezyonu Onlemeye yonelik ¢alismalar Onem kazanmaya
baglamistr.  Adezyonun Onlenmesinde  probiyotkk  bakterilerin  etkisinin  incelendigi
arastrmalarm sayist her gegen gin artarak devam etmektedir. Bu tez c¢ahsmasinda
probiyotik 6zelligi olan Lactobacillus rhamnosus (L. rhamnosus) ATCC 9595 susu
kullamlarak baz patojen bakterilerin insan gingival fibroblast hiicrelerine adezyonu

tizerine engelleyici etkisi olup olmadigi incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kronik Periodontitis ve Etyolojisi

Periodontal  hastalklar i¢gn  giiniimiizde  kullanlan  smiflandrma  Amerikan
Periodontoloji Akademisi'nin diizenledigi “International Workshop for the Classification

of Periodontal Diseases” c¢alistayinda olusturulan smiflamaya gore;
I.  Diseti Hastalklar1
. Kronik Periodontitis
Il.  Agresif Periodontitis
IV.  Sistemik Hastalklarin Belirtisi Olarak Periodontitis
V.  Nekrotizan Periodontal Hastalk lar
VI.  Periodonsiyumun Abseleri
VIl.  Endodontik Lezyonlarla iliskili Periodontitis
VIII.  Gelisimsel veya Kazamlmig Deformiteler ve Durumlar
olarak smiflandirilmigtir [11].

Kronik periodontitis (KP), gingivitisle baslayan, tedavi edilmedigi takdirde atagman
kaybt ve alveol kemik ykmu ile kendini gosteren enfeksiyoz ve kronik imflamatuar bir
hastalktr. KP klinik olarak incelendiginde; disetinde renk degisikligi, piirtikliligin
kaybolmasi, keskin olmayan yuvarlak diseti kenar1 ile beraber kendiliginden baslayan veya
kolayca olusabilen diseti kanamasi goriilir. Cesitli derinliklerde periodontal cep olsumu ve
genellikle yatay kemik Kkayplari gdzlenir. Ileri kemik kaybmm oldufu vakalarda siklikla
sallanan dislere rastlanr. KP vakalarmda agr nadiren gorilen bir belirtidir. Hastalign
agrisiz ve kronk bir seyr izlemesi, hastalarm tedavi ihtiyaci duymalarma engel teskil
etmektedir. Agiga c¢ikmis kok yiizeylerinde ¢iirik gozlenebilir. Ayrica, hasta sicaga ve
soguga karsi hassas olabilir. Disetinde 6dem ve kasmti hissi olabilir [11,12]. KP, etkilenen
dis saysma bagh olarak lokalize ve generalize olmak {izere iki grupta tanmlani.
Etkilenmis dislerin sayis1 tim dislere oranla <30% ise lokalize; >30% ise generalize kronik
periodontitis olarak adlandwrilir [11,12]. Hastalik genellikle generalize seyirlidir.



Lokalize ve generalize tipi klinkk atagman kaybmm miktarma gore lic alt gruba
ayrilir. Klink atagman kaybi 1-3 mm arasmda ise hafif siddetl, 3-5 mm arasmda ise orta
siddetl, 5 mm veya daha fazla ise siddetli olarak isimlendirilir. KP’nin hafif siddetli tipi
biiyilk azlar bolgesinde I.derece furkasyon girisi ile karakterizedir [11,12]. Subgingival ve
supragingival bolgelerde plak birkkimi ve distasi mevcuttur. Sondlamada kanama ve
radyografik olarak az miktarda kemik kaybi gozlenir. Orta siddetli tipinde, azdan orta
dereceye kadar degisen hareketli dislere rastlaniir. Radyografik olarak kemik kayb1
genellikle yatay yondedir ve atagman kaybi %40 civarmdadw. Furkasyon (Kokler arasi
bolge) bolgesindeki aciima artmis ve radyografide radyoliisent bir gOriintli vardr.
Sondlamada kanama mevcuttur. Siddetli tipinde ise atagsman kaybt 5 mm ve tizerindedir.
Belirgin furkasyon defekti ve ilerlemis dis hareketine siklkla rastlamhr. Radyografik
incelemede kemik kaymplart %40’m iizerindedir ve yatay yonde kemik kayiplarma ilaveten
dikey yonde kemik kayiplari da gézlenebilir [11,12].

Periodontitisin  olusumunda birgok lokal ve cevresel faktSrin rol oynamasma

karsm, esas etiyolojik faktor mikrobiyal dental plak ve tirinleridir [5,12,13].

Sekil 2.1. Periodontal yapilar [14]

Lokal cevresel faktorlere; dis anatomisi, agiz solunumu, okluzal travma, yumusak
doku iligkileri, gida sikigmasi, restoratif ve periodontal etkenler 6rnek verilebilir. Sistemik
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faktorlere ise diyabet, yaslanma, genetik faktorler, stres, beslenme, hormonal durum,

fagositik  hiicrelerdeki efektler, Down Sendromu, Papillon LeFevre sendromu 06rnek
verilebilir [15].

Periodontitiste supragingival ve subgingival alanlardaki mikrobiyal dental plagn
kompozisyonu  farklik  gosterir.  Lezyon  ilerledikge  gram  negatif  anaerob
mikroorganizmalarda  artis  olur.  Giiniimiize kadar yapilan c¢ahsmalar sonucunda
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.actinomycetemcomitans), Porphyromonas
gingivalis (P.gingivalis), Prevotella intermedia (P.intermedia), Fusobacterium nucleatum
(F.nucleatum), Campylobacter rectus (C.rectus), Eikenella corrodens (E.corrodens) ve
spiroketler  periodontitis  ile  dogrudan iligkili bulunmus ve bu yiizden ana

periodontopatojenler olarak tamimlanmislardir [5].

P.gingivalis ve A.actinomycetemcomitans gibi mikroorganizmalarm sayismdaki
artism, periodontal hastaliga yatkmh@ arttrabildigi {izerinde durulmaktadr [16,17].
Ozellikle P.gingivalis, periodontal saghgi bozulmus dislerin subgingival florasmdan yogun
olarak elde edilmistir. Saghkh boélgelerden elde edilen P.gingivalis oram ise diisiik olarak
belirlenmistir [18-20].

Kronik Periodontitis’in  etyolojisinde ana etken olan mikrobiyal dental plak
olusumunu yanisra, restorasyonlar, disin anatomik yapsi, ¢lirik ve kok rezorbsiyonlar
gibi plak birikimini kolaylastran veya etkisini artran lokal faktdrlerin de ikinci dercede
Oonemli oldugu vurgulanmustr [12,21]. Diyabet [22,23], osteoporoz [24] ve hamilelik gibi
hormonal degisiklikler [25], genetik faktorler [26] ve AIDS [27] gbi hastaliklarda
periodontal hastahign baslamasi ve ilerlemesinde etkili olan sistemik faktorlerdir. Bununla
beraber sigara kullanmu [28], beslenme aligkanhg [29], stres [30], ileri yas [31] gibi
etkenlerin  periodontal hastahfin baslamas1 ve ilerlemesinde risk faktorii olarak rol

oynadig1 bilinmektedir.



2.2. Gingivitis

Gingivitis, dental plak bakterilerine ve onlarin {iriinlerme karsi dis cevresi yumusak
dokularinda enflamasyonla karakterize bir hastaliktr. Puberte, menstriiel siklus ve
hamilelikte goriilen hormonal degisiklikler ve baz ilaglarm kullanmm gingivitis gelisimini
etkileyen faktorlerdendir [32-34].

Gingival hastaliklar ¢esith  etiyolojik  faktorlere bagh kompleks hastaliklardir.
Ancak tiim gingival hastalklar benzer klinkk Ozellklere sahiptirler. Bu ozellikler;
enflamasyonun  klinik ~ Ozellikleri, hastalk isaret ve semptomlarmm gingivada smirh
kalmasi, etiyolojik faktoriin ortadan kalkmasiyla beraber hastalgin geri donebilmesi,
hastaligm baslamasi veya siddetlenmesi i¢in bakteri plagmn varh@ olarak sralanabilir
[35].

Plaga bagh olmayan gingival hastalklar ise Dbakteriyel, fungal ve wviral
enfeksiyonlara, liken planus, pemphigoid ve pemphigus wulgaris gibi hastalklara, alerjik

ve toksik reaksiyonlara, yabanci cisim reaksiyonlarma ve mekanik travmaya bagh olarak

gelisir [36].
| Gingivitis \
Plaga bagh ol
Dental plak bakterilerine bagli gelisen agag]igg_llv?ﬂ?ayan
gingivitis

*Bakteriyel, fungal ve viral
enfeksiyonlar

+Liken planus

*Pemphigoid ve pemphigus vulgaris
gibi hastaliklar

*Alerjik ve toksik reaksiyonlar
* Yabanci cisim reaksiyonlari

*Mekanik travma

Sekil 2.2. Gingival hastalklarm smiflandirilmasi



2.3. Periodontal Hastalhk Patogenezi

Enflamasyon, periodontal hastaliklarm temel klinik bulgusudur ve etiyolojik faktor
olan bakteriyel plak, konak dokuda enflamatuvar cevabi baglatr. Saglkh konak dokuda, az
miktarda fakat farkh bakteri tiirlerimi iceren plak, konagmn savunma mekanizmalar
tarafindan kontrol edilir ve doku ykmm goriilmez. Plakta bulunan spesifik bakteriler ise
cogunlukla periodontal doku yikmuyla iliskiidir. Ayrica spesifik patojenin farkh tiirleri,
diger tiirlerine gore daha virilan olup, daha fazla doku yikmmina da neden olabilir [37].

Subgingival mikrobiyal kompozisyonun yapismi belirfleyen ana faktér konak
cevabidr. Saglkh periodontal doku ile periodontitis arasmda mikrobiyal agidan en belirgin
farklihk, kiwrmzi kompleks bakteriler diye gruplanmig baz tiirlerinin - prevelanst ve
miktarlaryla ilisgkili oldugu bulunmustur. Periodontitisli  bireylerde bu krmizi kompleks
bakterileri olan Tannerella forsythia (T.forsythia), P.gingivalis ve Trepenoma denticola (T.
denticola) miktarmm arttigi gosterimistir. Ek olarak, A.actinomycetemcomitans, C.rectus,
Eubacterium nodatum (E.nodatum), F.nucleatum, Peptostreptococcus micros (P.micros),
P.intermedia, Prevotella nigrescens ve Streptococcus intermedius gibi bakterilerin de
periodontal hastalik patogenezine katidig tespit ediimistir [38,39]. Yine de periodontitisin
basit bir Gram negatif anaerobik enfeksiyon olmadig, Gram pozitif bakterilerin ve hatta
bakteri olmayan mikroorganizmalarm da (Archaea tiirii gibi) hastalk etiyolojisinde rol
oynayabilecegi  disiiniilmektedir [40]. Bakterilerin yam swa human cytomegalovirus
(CMV) [41], Epstein-Barr virus gibi viriislerin de periodontitis etiyolojisi igerisinde yer
aldigr tespit edilmistir [42].



Sekil 2.3. Bakteri komplekslerinin olusumu (Konak cevabma bagh olarak besin
maddelerinin de kullanarak mnterbakteriyel bir yaris olusmakta ve bu topluluk
arasnda birlik (konsorsiyum) olusmaktadr. Bu asamadan sonra bakteriler
artlk tek baslarma hareket etmezler. Tek bir organizma gibi davranrlar. A-G
olan yolakta kwrmizi kompleks grubu bakterilere kadar bir ¢ok ara evre
geeirirler. A-D olan yolakta da A.actinomycetemcomitans’a ulasma yoniinde
hareket ederler. Molekiiler ¢ahsmalar bu bakteriler arasndaki iligkileri agiga
cikarmaktadr. G: Krmuizi kompleks bakterileri) [14].

Kronik periodontitis  gelisimnin  histolojik  ve  immiinohistolojik  dzelliklerinin
tammlanmas1 sadece hastalk patogenezinin anlagimasmda degil, aym zamanda hastahgn
tedavi alternatiflerinin  belirlenmesinde de Onemli rol oynar [43]. Gingivitisin  ve
devammda periodontitisin - gelisimi  histopatolojik olarak baglangig, erken, yerlesmis ve
ilerlemis lezyon olmak tiizere 4 asamada incelenmistir [44]. Bu asamalar, her zaman kesin
smirlarla birbirlerinden ayrilamamasima ragmen, periodontitis gelisiminin
degerlendiriimesinde ve kronik ve agresif periodontitisin  histopatolojik  bulgularmm
Karsilastirilmasinda onemlidir [43].

Kronk periodontitis hastalarmda periodontal cebin apikal ve lateral alanlarmda
bakteriyel mvazyonun oldugu da tespit edilmist. Tammlanan mikroorganizmalarm
cogunun Gram negatif filament, basil ve kok tiiri oldugu gosterilmistir. Bakteriler artnug
mterseliller alanlardan dokulara girerler ve aym zamanda derin epiteliyal hiicreler arasmda
ve bazal laminada da bulunurlar. Bazi bakterilerin bazal laminayr gegerek subepiteliyal bag
dokusuna da invaze olabildikleri gosterimistir [45]. Ancak bakteriyel invazyonun konak
doku i¢in Onemli bir problem mi oldugu, yoksa konagmn mikrobiyal antijenlere erkenden



9
maruz kalmasmmn immiin sistemleri uyararak, etkili bir yamt olusmasmi mu sagladig tam

olarak a¢iklanamamustir [40].

Mikroorganizmalar ¢esitli ¢ozinebilir enzimler {iretirler ve bdylece ekstraseliiler
konak protemnlermi ve diger molekiilleri sindirerek kendi yasamlarmi saglayacak besinleri
elde ederler. Bakteriler tarafindan iretilen proteinazlar kollajen, elastin, fibronektin, fibrin
gibi epitelyal ve bag dokusu komponentlerini yikabilirler. Boylece periodontal doku yikmmu
konak kaynakh enzimlerin yani sra mikrobiyal enzimler aracihgryla da meydana gelir.

Bakteri {riinleri direkt olarak konak dokuda ykmma neden olabilecegi gibi
enflamatuvar ve hiicresel/hiimoral immiin sistemleri uyararak sekonder olarak da doku
yikkimma neden olabilirler. Gram negatif bakterilere ait LPS’nin hem enflamatuvar hem de
immiin  sistemleri aktive edebildig, bununla beraber kan koagiilasyon sistemi ve
kompleman sistemi {izerine etki ederek hemostazisi bozdugu ve proenflamatuvar sitokin
tiretimne neden oldugu gosterimisti. Ek olarak amonyak, indol, hidrojen siilfid gibi
bakteri son tiriinleri de konak doku ykkimma katihirlar [40].

Tedavi edimemis siddetli periodontitiste {ilsere cep epiteli alanmm yaklasik 8-20
e’ oldugu tespit edilmisti. Dolaysiyla bakteri ve fdirtinleri ile artmus enflamatuvar
mediyatOrlerin sistemik dolagmma ulasma potansiyeli oldukga yiiksektir. Bu nedenle dental
prosediirler ve ¢igneme, dis fircalama gibi giinlik aktiviteler bakteriyemiye ve
endotoksemiye neden olabilirler [46]. Siddetli periodontitisi olan bireylerde enflamasyona
ait Dbelirleyicilern  ve mediyatérlerin - serum  diizeylerinin ~ arttif  gOsterimistir.  Ayrica
periodontitisin  endotelyal ~ disfonksiyonla iligkili oldugu, siddetli periodontitisi olan
bireylerde serum interseliler hiicre adezyon molekiili-1 (ICAM-1), wvaskiiler hiicre
adezyon molekiili-1 (VCAM-1), E-selektin diizeylerinin arttigi tespit edilmistir [47,48].
Bununla beraber periodontitis varhginda serum von Willebrand faktorii ve plazminojen
aktivitor inhibitér-1 dilizeylerinin arttigim gosteren g¢aligmalar da mevcuttur [49]. Tim bu
bulgular periodontal enflamasyonun oral kavite ile smrh kalmadigmi, genel saglk {izerine
de etkili oldugunu gostermektedir [46,49]. Son yillarda yapilan ¢ahsmalarda periodontitisin
kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, hamilelik komplikasyonlar1 ve respiratuvar hastalklar
gibi pek ¢ok sistemik hastalk i¢in bir risk faktorii oldugu gosterilmistir [50,39,51,52].
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2.4. Periodontal Enfeksiyonlarda Mikroorganizmalarin Rolii

A8z boslugu, hem yumusak hem kat1 yiizeyleri birlikte barmdwrmasi, yiizeyleri
yikayan tikkiirik ve dis eti oluk sivismm varhgi ve dis ortama agik olmasi Ozellikleriyle
essiz bir yapidir. Ekolojik olarak ¢ok farkh mikrocevrelerden olusur; bu nedenle ¢ok ¢esith
mikrofloralar icerir [53]. Yanak epiteli dil swt, supragingival ve subgingival gevreler
birbirinden belirgin olarak farkh dort ana ekosistemdir. Supragingival c¢evre (dis etinin
tstiinde kalan dis yiizeyleri) tikiirik ve yiyecek igeceklerle ykanr ve ¢igneme gibi
mekanik etkilere maruz kalrken subgingival ¢evre (dis etinin altnda kalan dis eti oluklart
ya da periodontal cepler) dis eti oluk svisi ile ykanr. Agizda bulunan mikroorganiz-
malarm  ¢ogu, biyofilm olarak adlandmrilan bir yiizeye yapisk mikroorganizma
topluluklarina aittir [54].

Agiz boslugunda mikroorganizmalarm yerlesmesi ve iiremesini etkileyen faktorler,
fizikokimyasal (yiizey, sicaklk, pH gibi), konak (agiz bakm, sigara igme, genetk durum
gibi) ve bakteriyel (enzimler, fimbria gibi) faktorlerdir [55]. Bir biyofilmdeki bakteri
tirlermin  kendi aralarmda ve bulunduklar fiziksel ve kimyasal ortamla aralarmdaki
etkilesimler [Quorum sensing (QS)] son derece dinamik olaylardr ve giiniimiizde oldukca
ilgi cekmekte ve arastrilmaktadir.

Kiiltirden bagmmsiz molekiiler yontemlerle tim agz boslugunda bulunan yaklagik
1010 bakterinin >700 filotip tiyesi oldugu saptanmustwr; bunlarm 400 kadari subgingival
orneklerden tanmlanmustr [53,56]. Geri kalan 300’1 dil, agiz mukoza membranlar, ¢iirikk
lezyonlar1 ve endodontkk infeksiyonlar gibi diger agiz bdlgelerinden tanmmlannuglardir.
Heniiz kiiltiir edilmemis filotiplerin bazlarmm metanojenik arkaealar oldugu saptanmustir.
Herhangi bir kismn bu 700 tiriin yaklasik 100-200’tne sahip oldugu diisiiniilmektedir.
Cok temiz olmayan bir agizda bir disteki bakteri sayisi 1x108— 1x10° arasmdadr [57].

A8z  mikroflorasmm normal olarak  stirekli  bulunan  yiiksek  sayilardaki
mikroorganizmalar toplulugu (kalict flora), biiyiik Olciide kommensal bakterilerden ve az
sayidaki mayalardan olusur. Bunlar icinde sayica az olan ek mikroflora olarak tanimlanan
tirler de bulunur. Bu tirler, cevre kendilerine uygun olarak degistiginde endojen
mikrofloraya dahil olabilirler. Kommensal tiirler, c¢evredeki degsiklikler ya da kisinin
yetersiz agz hijyenine bagh olarak patojen hale gelebilirler. Agz mikrofloras: ile konak
arasmndaki amfibiyoz iliski olarak adlandmrilan bu iligki konak i¢in zararh (hastalkl) ya da
yararh (saglkli) olabilir [58].



11
Agrz  mikroflorasmm topluluk dengesini  Kolonizasyon direnci saglar. Dengenin

bozulmasi sonucu ekolojik degisim olur. Agz ve dis hastalklarmm biiyik c¢ogunlugu agiz
biyofilmlerindeki  ekolojik  degisimden  kaynaklanir. Mikroflorann  saghkh  durumdan
hastalkh duruma ge¢mesine yol acan degisiklikler farkh bakterilerin varhgt ve Gram
pozitif bakterilerm Gram negatiflere oranmmn degismesi, Ozel tiirlerin artmasi, bakterilerin
virulans  faktorlerini  degistirmesi, genetik duyarhk nedeniyle konagm immun yamtmdaki
degisiklikler, cevresel faktorler, yas ya da hormonal durum olarak siralanabilir.
Bakterilerin  biyofilmlere neden girdigi ve ¢iktig; kommensal halden patojen hale
geemelerini neyin tetikledigi sorular1 ise halen tam olarak ag¢khZa kavusturulamanustr.
Bunun asil nedeni, bu patojenlerin tam olarak tanmmm in vitro kosullarda laboratuvarda
konvansiyonel —mikrobiyolojik  yontemlerle  tanmmlanmasmda ki giicliikler —nedeniyle
olmaktadr. Bu nedenle molekiiler yontemler 6n plana ¢ikmustr. Son yillarda metagenomik
yaklagmla (bir laboratuvarda {retilen tek bir bakteri sus genomunun incelenmesi yerine
dogal c¢evrelerinden alman bir bitin olarak mikrop topluluklarmm genomlarmmn
incelenmesiyle) ekosistemlerin  karmagik mikrofloralarmm  kompozisyonlari, evrimsel ve
metabolik Ozellikleri yoniinden sorgulanmaktadr [59]. Normal viicut mikrofloralarmmn
msann saghk ve hastalk durumundaki roliinii aydmlatmak amactyla Amerika Birlesik
Devietlerinde National Institutes of Health tarafindan desteklenen ‘‘Human Microbiome
Project” (Insan Mikrobiyom Projesi) ¢alsmasi baslatimustr [60]. Bu kapsamda ilk ele
alman afz mikroflorasidr. ‘‘Human Oral Microbiome Database” (Insan Agwz
Mikrobiyom Veritabani) projesinde agiz boslgunda kiiltir edilebilen ve edilemeyen
bakteri profili mikroarray teknolojisi ile saptanmaktadr [61]. Boylece saghk ve hastalikla
ilgii tirler karsilastirilabilecek, tedavinin agiz ekolojisi lizerine etkisi izlenebilecek ve
mikrobiyal kayma c¢ahsmalari yapilabilecek ve ayrica agz mikroflorasmin sistemik
saglkla iligkisi daha 1yi anlagilabilecektir [61].

A8z mikroflorasy, mikrop topluluklarmm kapsamh sekanslamasma yiksek islem
hacmi ve maliyet etkin olarak olanak veren bir gelecek nesil sekanslama teknigi (next-
generation  sequencing) olan  masif parelel pirosekanslama  (massively  paralel
pyrosequencing) ile de incelenmisti. Agiz mikrop cesitliligi bu teknikle >19,000 filotip
olarak daha Once tammlanandan ¢ok daha biiyiik ¢esitlilikte saptanmustir [62].
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Cizelge 2.1. Agizda sklkla goriilen baz bakteri cinsleri [63]

Gram pozitif Gram negatif
Koklar Basiller ve | Koklar Basiller ve filamentozler Sarmal
filamentozler bakteriler
Enterococcus Actinomyces Branhamella | Aggregatibacter(Actinobacillus) [ Treponema
Peptostreptococcus | Arachnia Neisseria Campylobacter
Stomatococcus Bifidobacterium Veillonella Capnocytophaga
Streptococcus Corynebacterium Centipeda
Eubacterium Eikenella
Lactobacillus Fusobacterium
Propionibacterium Haemophilus
Rothia Leptotrichia
Mitsuokella
Prevotella
Porphyromonas
Selenomonas
Simonsiella
Wolinella
2.5. Periodontal Patojenlerin Viriilans Faktorleri
Bir mikroorganizmann periodontitis olusturmas1 i¢in asagidaki sartlart  yerine

getirmesi gereklidir:

I. Periodontal dokulara tutunabilmelidir.

Il. Salya ve gingival cep sivist akmiyla mekank olarak cepten kolayca
uzaklastirilamamalidir.

Il. Beslenme ve iiremesi igin gerekli olan maddeleri periodontal dokudan
karsilayabilmelidir.

IV. Yerlestigi periodontal dokuda Onceden mevcut bakteriler ile ge¢imli olmal, onlarm

antagonizmasina

Ve

konagmn

Savunmasma

direnebilmelidir.

Ornegin,

Actinomyces ve streptokoklar, A.actinomycetemcomitans’m iiremesini inhibe

ederler.

P.gingivalis’in

proteazlar

immunoglobulinleri  ve

kompleman

proteinlerini tahrip eder. Capnocytophaga tiirleri polimorfoniikleer 16kositlerin

kemotaksisini

inhibe eder.

par¢alanmaya karsi direnglidir.

V. Periodontal yikimu direkt ve indirekt yolla indiiklemelidir. Enzimler, toksinler ve

A.actinomycetemcomitans kompleman tarafindan

metabolitler gibi konaga zararlh olan mikrobiyal {irlinler sentezleyebilmeli ve
bunlar1 dokuya verebimelidir (P.gingivalis’in kollajenazlari, veya P.gingivalis,
T.denticola, Tannerella forsythia (eski Bacteroides forsythius), diger baz
Bacteroides-Prevotella ve Capnocytophaga suslarmm, tripsin benzeri enzimleri
gibi). Birgok periodontal patojen bakteri tarafindan {iretilen asit fosfatazlar,
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Ozellikle dokuya invaze olan mikroorganizmalar tarafindan salglanp kemik

yikiminda rol oynarlar.

P.gingivalis, P.intermedia, A.actinomycetemcomitans, Capnocytophaga
sputigena tarafindan sentezlenen fibroblastlari inhibe eden toksinler kollajeni de
etkileyerek  kollajen kaybma neden olurlar. A.actinomycetemcomitans,
endotoksinden ve Iokotoksinden farkh olarak kemik rezorbsiyonunu indikleyen
bir toksin salgilar. Ayrica ¢esith patojenler de protein sentezinde inhibitér roki
olan volatil (ugucu) siilfidler salgilar. indirek yolla ise, P.gingivalis ve diger
bazi Gram negatif bakterilerin endotoksinleri makrofaj ve fibroblastlardan
prostoglandin E2, ve interlokin-1B salglatr, makrofajlardan tiimor nekroze
edici faktori (TNF) salglatarak kemik rezorbsiyonu ve g¢esith iltthabi
mediyatorleri aciga ¢ikarwlar [64].

2.6. Bakterilerin ozellikleri
2.6.1. Porphyromonas gingivalis

P.gingivalis kronk yetiskin periodontitisi ve peri-implantitisi ile iliskilendirilen,
subgingival plakta bulunan gram negatif, anaerobik, hareketsiz ¢omak seklinde bir
bakteridir. P.gingivalis doku kolonizasyonu ve ykmmma katkida bulunan genis donanml
virtilans  foktorleriyle kusatimistr.  P.gingivalis’in  kapsiili 6nemli bir viriilans faktoriidir
ve kapsiilli P.gingivalis suslarmm kapsiilsiiz suslara gore daha virilan oldugu bir fare
deneyi cahsmasnda gosteriimistir. Kapsiilsiiz suslar kapsiillilere gore epitel hiicrelerine
daha 1yi tutunur ve kapsiil insan gingival fibroblast hiicreleri i¢cin immiinsupresif
olabilmektedir [65].

Gram negatif anaerob bir bakteri olan P. gingivalis, kemik ve doku ykmma ve
nihayetinde dis kaybma yol agar. Inflamatuvar polimikrobiyal bir durum olan
periodontitiste anahtar patojenlerden biri olarak disiinlimiistiir. Artan bulgular sistemik
hastaliklar ile periodontitisi iliskilendirmis ve Ornegin iyllesmeyen lilserler de oldugu gibi
aterosklerotik plakta da bulunmustur. P.gingivalis, fimbriya, lipopolisakkaritler ve
gingipainler gibi iireme ve hayatta kalmayr artran birtakim patojenik Ozellklere sahiptir.
Gingipainler,  fimbriya gibi, bakteri invazyonu ve Kkolonizasyonu i¢in  Onemlidir.
Kompleman protemleri ve kallikrein sistem, koagiilasyon faktorleri ve sitokinler gibi bir
dizi farkh proteinlere karst tepkiseldir (reaktif). Ornegin, eldeki veriler gingipainlerin



14

konak inflamatuvar yantmmn diizenlenmesinde rolii oldugunu gostermistir. P.gingivalis
dogal bagisiklk yantmn uyarr ve inflamatuar mediatdrlerin sentezini indikler ama aym
zamanda konak yamtmi da baskilayabilir. Baska bir deyisle, reseptér yikmm ve sitokin ile
sinyal yolaklarm bozmak ve konak hiicrelerin invazyonu ile konak bagisiklk sisteminden

kagmak i¢in gesiti mekanizmalar gelistirmistir [66].

P

. L o Resim 2.2. Anaerob bir bakteri
Resim 2.1. P. gingivalis kolonilerinin olan  P.gingivalis’in
besiyeri iizerindeki gdriiniimii Fastidious  Anaerob

Broth (FAB)

besiyerinde dipte
gorlilen {iremesi
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Resim 2.3. Anaerob inkiibator

Porphyromonas gingivalis’in konak hiicreye mvazyonu

Konak hiicrelere invazyon, konagm bagisikligi ile patojenlerin etkilesiminde rol
oynayan yollardan biridir. P.gingivalis’in ¢esitli konak hiicrelere invazyonu ve epitelyum
hiicrelerde ¢ogalmasi daha Onceki in vitro cahsmalarda gosterimistir [65]. Kapsiil,
P.gingivalis tarafindan konak hiicrelere invazyon siirecini engelleyebilir, amiloglikozidaz
ile P.gingivalis kapsiiliniin kismi olarak bozuldugunda endotel hiicrelerine P.gingivalis’ in
invazyon orannm artti@l  gosterimistr  [65,67].  Peri-implantitis ve  periodontitis
tedavisinde sistemik metranidazol, yaygin olarak tek basma ya da ek olarak amoksilin ile
kombinasyon  halinde  kullanimaktadir [65]. Tedaviye  ragmen  peridontitis
tekrarlayabilmektedir. ~ Tekrarlayan  periodontitisin  sebebinin,  P.gingivalis’in  ortadan
tamamen  kaldmlamamasi  ve  periodontal  patojenlerin  sistemik  antibiyotiklerin
kullannmmndan sonra bile baz hastalarda tekrar bulunabilmesi olarak ag¢iklamustr. Sistemik
antibiyotik kullanmu sonrasi hastalardan toplanan epitel hiicrelerinde P.gingivalis’in hiicre
icindeki varh@ bildirimistir ve internalize olmus P.gingivalis’i yok etmek i¢cin geleneksel
antibiyotiklerin yetersiz kahliyor olabilecegi belirtimistr [65]. Bu sebepten dolay1 son
yillarda antibiyotik tedavisine alternatif goriilen tedavi yontemleri onem kazanmustir.

P.gingivalis’in antijen vyapisi

P.gingivalis, diger bircok patojen bakterilerde oldugu gibi bir kapsiil polisakkaritine
sahiptir. Fakat P. gingivalis’in kapsiil polisakkariti diger Gram negatif bakterilerden biraz
farkhdr. Kapsiilin yapismdaki seker c¢ekirdeginde 2-keto-3-deoksioktulosonik asit ve
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heptoz (7-karbonlu monosakkarit) bulunmaz, onun yerine yag asitlerine bagh olarak [-
hidroksimiristik asit bulunur, lipopolisakkarit yapismnda olup lipit A tabiatmdadr ve
kuwetli bir antijendir. Bakterinin dis duvarmm jel elektroforezi ve kromotografik

incelemeleri yapidiginda farkh sayda protein antjen tiirevi tespit edilmistir.

Bunlardan birincisi 69 kDa agrhgnda bir proteindir, membrana baghdwr, yapismda
eser miktarda karbonhidrat ve daha az miktarda kloroformda ¢6ziinebilen lipitler bulunur.
Dig duvardaki bu fraksiyon bakterinin agregasyonunu ve bdylece immiin hiicrelerden
korunmasmi temin eder. Dis duvardan elde edilen ikinci fraksiyon ise biiyilk oranda
lipopolisakkarit yapismda olup ¢ok az miktarda protein (41.5 kDa) icerir. Bu fraksiyon
porin iizerinde bulunur, baktermin hemagliitinasyon 06zelliginden sorumludur. Bir diger
antjeni ise 22 kDa agrhginda bir fimbrillindir. Bu fimbrillin proteini saflastwrilp deney
hayvanlarma  verildiginde  hemagliitinasyon  yapmaktadr, kuwwvetli bir  immunojendir.
Fimbrillinin  (Fim A), aminoasit sekanslarma gore 5 farkh tipi (I-V) vardr. Antijenik
ozelligi en gicli olan A grubu fimbrilindir (FimA). Diseti epitelindeki fibroblastlar1 ve
epitel  hiicrelerine  tutunmayr ve internalizasyonu saglarlar.  FimA-1l  fimbrillinleri,
periodontitis patogenezinden birebir sorumludur. Ciinkii bu grup fimbrillinler tiikrikte
bulunan ve konak savunmasmi saglayan PRP (proline-rich protein) den etkilenmezler.
Fimbrillinlerin - hepsi  diseti epitel hiicrelerinden IL-8 salglanmasm indikler. Yukaridaki
antijenlerin -~ disnda,  thiol  proteazlar  salglayarak  serumun  Oldiriicii  etkisinden
korunabilmektedir. Ayrica daha birgok hiyaluronidaz, kondroitinaz, DNA-az, RNA-az,

kollajenaz, mukopeptidaz ve sitotoksik enzim salgilar [68].

P.gingivalis (ATCC 33277) susunun bakteri gbvdesinden ekstrakte edilebilen 21
tane farkh proteaz tespit edilmisti. 17A3 susunda 16, W83 susunda ise 20 farkli proteaz
bulunur. Bunlardan 15 tanesinin yapilar1 birbirme ¢ok yakmdr ve genus seviyesinde
ortaktr. Hayvan kokenli suslarda ise ortalama 12 farkh proteaz tespit edilmistir. Insan
kokenli suslarda bulunup hayvan kokenli suslarda bulunmayan proteazlar serin proteaz
yapisindadir [68].

Bir proteaz hangi protein veya aminoasiti daha kolay pargaliyorsa o protein veya
aminoasitin ismiyle ifade edilir. Ornegin P.gingivalis proteazlarmdan en antijenik olanlari
sistein  proteazlardr ve bunlara gingipain adi verilir. Bu proteazlar ekstraseliiler
enzimlerdir. Patogeneze Katilan ¢ok 6nemli 2 tane gingipain bulunur.
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1. Lizin spesifik sistein proteinaz (gingipain K, Kgp): Bu madde sistein dismda lizin

de pargalayabilir. Konak eritrositlerinden ag¢iga ¢ikan hemoglobin, hemopeksin,
haptoglobin ~ ve transferrini  parcalamaktan  sorumludur. Fakat haptoglobin

molekiiliiniin yapisinda bulunan B zincirleri lizerine etkisizdir.

2. Arjinin spesifik sistein proteinaz (gingipain R, Rgp): bu madde sistein disinda
arjinini  de  pargalayabilir. Hemagliitinasyon etkisi azdr. Serum igerisindeki
hemopeksin ve transferrini pargalar. Ortamda doksisiklin (>3 pM) bulundugunda
bu etkisi kaybolur.

P.gingivalis 382 susunun  sitoplazmasmnda  varli@  gosterilen  arjinin
karboksipeptidaz enzimi gingipain R ile birlikte bulundugunda daha fazla antjeniktir. Bu
maddenin  molekiller yapist memeli hiicrelerinde  bulunan  ¢inko-karboksi-peptidaz
enzimine benzer ve ortamdaki metal iyonlarmi kuvvetle kendisine baglayarak naktive

olur. Bu sebeple bu antijenin etkisi kisa siirelidir [68].

Porphyromonas gingivalis’in patojenitesi

Her bakteri gibi P.gingivalis’in de konakta hastalik yapabilmesi i¢in ik 6nce konak
dokuya tutunabilmesi gerekir. Konakta diseti epitel hiicrelerine, fimbriyalar1 aracihg ile
tutunur ve hiicrenin igerisine girer. Epitel hiicrelerinin yiizeylerinde bulunan 50 ve 40
kDa’luk 2 protein bu fimbriyalar i¢in reseptor gorevi goriir. Bunlardan 50 kDa’luk protein
aym zamanda epitel hiicresinin keratin baglayan reseptoriidiir. Dolayisiyla bu tutunma
tripsin ile inaktive edilebilir. Tiikiirik kaplanmis hidroksiapatit ylizeylere, konak sert
dokularma, epitele, PRP ve statherine de fimbriyalaryla tutunabilir. Konaga tutunmasi
bazen ekstraseliller vezikiilleri araciigy ile de olabilir. Bu tutunma serum ile ve diseti olugu
sivist ile inhibe edilebilir. P. gingivalis genellikle Gram poztif bir bakteri araciigi il
dislerin yiizeylerine tutunmayr tercih eder. Bu ozellik P.gingivalis’im ekolojik kimliginin
bir kismm olusturur. Tutunmasma araciik eden Dbakteri genellikle Streptococcus
salivarius’tur veya adezinleri ile tutunabilen Actinomyces viscosus gbi bir baska Gram

pozitif bakteridir.

Bu bakterinin iiretimesinde deney hayvanlar lizerinde yapilan c¢ahsmalar, ortamda
hemin bulinmasmm patojenitesini  olduk¢a artwrdigmi, virilansmin  nokulum miktarma
bagh oldugunu, ortama Vit K ilavesiyle virlilansmin arttifi ve hayvanlar iizerinde Olimciil
olabildigi gOsterimigt. Hemin varken bakterinin ortama saldig bitirk asit diseti
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dokusunda IL-6, IL-8, IL-11 salmmasm artrr ve T Ilenfositleri icin toksiktir. T

lenfositlerinin apoptosisini artirr, diseti fibroblastlarin1 doza bagh olarak suprese eder.

Agz boslugunun dogal svi ve sekresyonlarmda ne hemin ne de vit K1 bulunur. Bu
bakterinin patojenite  kazanabilmesi icin 2 tlrli hemin kaynag vardmr: Birincisi
Campylobacter, Veillonella ve Wolinella iyelerinin katabolik atklaridr (kommensal
iliski). Florada bulunabilecek Wolinella recta hemin sentezi yaparak P.gingivalis’ in hemin
kaynagi gorevini Ustlenir. P.gingivalis’in ikinci hemin kaynag ise konagm kendisidir.
Konagn eritrositlerini parcalayarak hemin elde eder. Bunu yapabilmek i¢in ekstraseliler
vezikiillerinin igerisindeki litk enzimlerini kullanir [68].

2.6.2. Streptococcus mutans

Agiz boslugu, agiz yiizeylerne kolonize olan ¢ok tiirli bir komiiniteden olusan
cesith mikrobiyal ekosistemleri iceren, ve sert ve yumusak dokuyu kapsayan c¢ok karmasik
bir biyolojik sistem sunar. Viridans streptokoklar mnsan agiz boslugunda en baskm kolonize
olan ftiirlerdir, dis yiizeyine kolonize olmayr tercih ederler ve insan subgingival ve
proksimal plaklarmm belirgin bir bilesenidirler [69].

S.mutans gibi oral streptokoklar, dis ¢iirigi olusumu ve dental plak ile yaygmn
olarak iligkilendirilen patojenlerdir. Bu bakterilerin hastalk baslatmak i¢in digeti, tiikiiriik,
dil, dis minesi gbi agiz boslugu bilesenlerine tutunmasi gerekir [70]. S.mutans, biyofilm
olusturmak  icin dis  yiizeyme tutunmasiy, mayalanabilir  karbonhidratlart  asitlere
doniistirmesi  ve  diisik pH’h  birr ortamda karbonhidrat metabolizmasim devam
ettirmesinden dolayr dis demineralizasyonuna neden olabilen, dis ciirtiklerinden sorumlu
esas etkenlerden biridir. Dis plak biyofiminde S.mutans’m bulunmasi, ¢liriik olusumuna
sebep olan biyofilmin indikatorii olarak degerlendirilir. Dis ciiriklermin Onlenmesi, plak
biyofiminin ~ kontroliinii amaglar. Bununla birlikte biyofimdeki bakteriler planktonik
bakterilere kiyasla antimikrobiyal maddelere daha diisiikk hassasiyet gosterirler. Ashnda
biyofilmde biiyiiyen bakteriler antimikrobiyal maddelerin etkilerine 10-1000 defa daha
direncli hale gelebilirler. Bu durum, biyofim ile iliskilendirilen bakteriyel enfeksiyon

hastaliklarmin tedavisinin ve 6nlenmesinin zorlugunu da artrmaktadir [71].

Son yillarda viridans streptokoklar icinde yer alan bir karyojenik sus olan
S.mutans’m antbiyotiklere duyarhlik/direncliik durumu da degiskenlik gostermektedir.
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Viridans streptokok grubu bakteriler arasmda planktonik suslara karst da sk kullanlan

penisilin ampisilin  grubu antibiyotiklere ¢oklu ilag direnci bildirimistir [72]. Bundan
dolayr agiz mikrobiyolojisinde karyojenik suslarn azaltimasma yonelik ¢esitl alternatif

tedavi yaklagimlar1 giindeme gelmistir.
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Resim 2. 4. S.mutans kolonilerinin TYCSB agar bésiyeri tizerindeki goriiniimii
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Resim 2.5. CO, Inkiibatorii

2.6.3. Antibiyotik tedavisine alternatif goriilen tedavi yontemleri

Bazi agz bakterilerine antibiyotiklerin yetersiz kalmasmdan dolayr alternatif tedavi
yontemi gelistirilmeye yonelik ¢ahsmalar yapimistir. Bunlardan bazilari;

l. Trombositten Zengin Plasma (TZP)

Trombositten zengin plazma doku yenilenmesini desteklemek i¢in tedavi edici arag
olarak Onerimistir. Bununla birlikte bu formulasyonlara maruz kalan hiicrelerin biyolojik
yantlart ¢ok iyl anlaglamamustr. Son zamanlarda yapilan calsmalarm TZP’nin gingival
yara iyllesmesi ve a8z mukozasm diizenleyebilecegini  gOstermesi ¢ok ilgingtir.
Fibroblastlarm yerlestigi kollajen jeller yara iyllesmesi boyunca doku graniilasyonu
modellemesi ¢ahsmak icin Ornek almmustr. Fibroblastlarm yerlestigi kollajen jellerin
kullanimastyla TZP’nin MMP  inhibitor GM6001 tarafindan verimli olarak azaltimis bir
mekanizma sayesinde doku konsantrasyonunu uyarma Yyetenegi oldugu gozlemlenmistir
(73).
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1. Cay Ekstratlar

Bitki ekstratlar1 (Oziitleri) ve fitokimyasallar flajella gibi yapilarm varhgm, yiizey
yikiinii ve hidrofobikligi iceren hiicre yiizeyi oOzelliklerini degistirerek canli ve cansiz
ylizeylere  bakterilerin  tutunmasmi  engelleyebilir. Cay boyle bir potansiyel tutunma
mhibitoriidiir. Yesil ¢ay ve oolong cayr (giizel kokulu siyah ¢ay) gibi fermente edilmemis
caylar ve kismen fermente edilmis caylar giicli bakterisidal aktiviteye sahiptirler ve
gastrointestinal kanalm bazi elemanlarma bakteri tutunmasm engelleyebilirler. Siyah cay
ve pu-erth cayr gbi tamamen fermente edilmis ¢aylar daha az etkili bir bakterisidal
aktiviteye sahiptirler ama dental plak’a bakteri tutunmasint engelleyebilirler.

Agiz boslugu bilesenlerine fitokimyasallar ile bakteri tutunmasm ve inhibisyonunu
arastran Onceki cahsmalar dis minesi gbi sert yiizeylere tutunma iizerine odaklanmustir.
Agrz icindeki yumusak dokulara bakteri tutunmasi da hastalk baglatabilir ve bu konuda
invitro  olarak gingival fibroblast hiicrelerine patojenik agz bakterilerinin  tutunmasi
lizerine ¢ay eckstratlart ve ¢ay bilesenlerinin etkisini arastwran raporlar bildirimistir. Bu
raporlara gore gingival fibroblast hiicre hatti varlnda en fazla tutunan bakterinin
Streptococcus mitis ATCC 49456 oldugu bildiriimisti. Bunun haricinde ~ sirasiyla
Streptococcus mutans ATCC 35668, Streptococcus mutans ATCC 25175 ve Streptococcus
salivarius ATCC 13419 suslarmmn da bu hiicrelere tutunabildigi gdzlemlenmistir. Tutunma
kapasiteleri  hiicre ~ varlgnda  hiicre  yoklugundaki  bos  kuyucuklara  tutunma
kapasitelerinden daha yiiksek bulunmustur [70].

Il. Probiyotik ler

Probiyotiklerin yararh etkileri ik kez 1900 lerin basmda insanlarda mayalanmis
stitin  yararh etkilerini gosterdigi ¢alismasmda “Metchnikoff’ tarafindan bulunmustur. Eksi
stitteki laktik asit bakterileri (LAB) gbi canh organizmalarm tikketiminin bagirsaktaki
mikrobiyal kominitelerin dengesini diizenledigi de  bildirilmigtir. Probiyotik bakteriler
bagirsak peristaltizmi, antimikrobiyal peptitler, proteolitik enzimler, safra asiti ve pH’a
direncli olmak ve agz bosligunda yasamak zorundadrlar. Patojen ve patojen olmayan
besinlerle iliskili bakteriler canl agilar olarak degerlendirilmektedir [74].
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Antibiyotik veya Laktobiyotik olarak Probiyotikler

Probiyotik mikroorganizmalar zararsizdr ve insan ve/veya hayvan sistemlerinde

probiyotik suslarm giivenilirligi soyle degerlendirilmistir:

1. Hiicrelerin asetoin, hidrojen peroksidaz, diasetil, formik asit, enterosin, salivarisin,
sakarin gbi sekonder metabolitler ve o-galaktosidaz, a-glukosidaz, nitrorediiktaz,
B-glukosidaz gbi enzimleri {iretme yetenegi

2. Epitelyuma tutunmak i¢in yardime1 olan a-enolaz gibi adezyon ozellikleri

3. Susun hayatta kalmasin1 etkileyen faktorler

4. Konak hiicreyle etkilesimler, Ozellkle patojenik mikroorganizmalarm Onlenmesi
acismdan [74]

Laktik asit bakterileri (Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Aerococcus,
Bifidobacterium ve Weissela) c¢esitli gram pozitif bakterilerdir. Bunlardan Lactobacillus

genusu en yaygin kullanilan probiyotikdir.

2.6.4. Lactobacillus rhamnosus

Antimikrobiyal direng artismm bu kadar arttigi bir ¢agda, enfeksiyon onlenmesinde
probiyotiklerin kullanmu yeni bir bakis agis1 getirmistir. Probiyotikler ‘yeterli miktarda
uygulandignda  konaga saghk faydast saglayan canh mikroorganizmalar’®  olarak
tammlanmustir. En ¢ok calsilan probiyotiklerden biri, antikor iiretimini uyararak ya da kan
I6kositlerinin ~ fagositik  aktivitesini  gelistirerek  bagisik  yanmiti  etkileyen Lactobacillus
rhamnosus’tur [75].

Lactobacillus rhamnosus susu, tire ozgii istenilen biitin Ozellikleri gosteren
mitkkemmel bir giivenlik profiline sahip ¢ok iyi arastwlmuis bir Lactobacillus susudur. Bu
yizden antibiyotik-iligkili diyarenin Onlenmesi i¢in ideal bir aday olarak goriinmektedir
[76].
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Resim 2.6. L.rhamnosus kolonilerinin MRS agar besiyeri tizerindeki goriinimii

2.7. Gingival Fibroblast Hiicreleri

Fibroblastlar bag dokusu hiicreleri arasmda en sk gorilen (toplam hiicre
popiilasyonunun  %651) hiicre tipidir. Fibroblast hiicresi bag dokusunda bulunan ¢esith
igimsi yapida bir c¢ok hiicrenin bir araya gelmesiyle olusur. Fakat aym zamanda bag
dokusu matriksinin sentezinde de bir aracidr. Oval bir nukleusa sahip, 1 veya birden fazla

cekirdekeik iceren yidiz seklinde veya igimsi yapida hiicrelerdir [77].

Periodontitisin  erken sathasinda, bakteriler ve bakteriyel {iriinler mikrobiyal
invazyon yaparak insan gingival fibroblastlart (HGF) ile yiiksek olasiikla karslasr ve bu
hiicrelerin periodontal inflamasyonda 6nemli bir rol oynadiklar1 rapor edimistir [66].

Fibroblastlar periodontitis patogenezinde Onemli hiicre yapilandr ve diseti bag
dokusunda en ¢ok bulunan stromal hiicre tipidir. P.gingivalis’in ¢ok kath epitel hiicrelerine
penetrasyonu ve bag dokusunun alt tabakalarma ulastigi in vitro gozlemler ile de tutarh
olarak bir calismada gosterilmistir [65].

Fibroblastlar, doku hemostazs ve biitiinkigiinii koruyan bir bag dokusu kaynagidir
ve hiicre dist matriks birikimi iceren asmwt yaralanma ve fibrotikk inflamatuar hastaliklarda
oldugu gbi yaralanma sonrasi doku jenerasyonunda da Onemli bir rol oynar [78]. Aym
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sekilde, fibroblastlarm bagisiklk Ozellkleri de yeni ¢alsimaktadr. Bircok Ozellikleri
heniiz saptanamamis olmasma ragmen bu hiicreler dogal bagigiklhkta aktif bir role
sahiptirler. Insan gingival fibroblastlar, mikrobiyal invazyonu alglayarak dogal bagisiklik
sisteminin Oonemli bir pargasi olarak rol oynar ve Ozellkle kemokinler gbi inflamatuar
mediatorler ireterek ve salglayarak buna karsiik verirler. Bunun yansra, protein
seviyesindeki  fibroblast  tiirevli inflamatuar mediatorleri  hedefleyerek  gingipainlerin
katalitik  aktiviteleri  vasttastyla  fibroblastlarm  bagisikk  yantmm  dogrudan  diizenleyici
fonksiyona sahiptirler [73,78].

2.8. Bakteri - konak hiicre iliskileri

P.gingivalis’in agiz epitel hiicrelerine adezyonuna ve invazyonuna ¢ogunlukla
gingipain enzimleri ve major fimbriya A’s1t araciik eder. Epitel hiicrelerine invazyon
bliyilkk olasiikla gingival hiicrelerde oldugu gbi konagn bagisiklk sisteminden kagmak
icin bakteriler tarafindan wuygulanan bir mekanizmadr ve periodontitis patogenezinin
Oonemli bir pargasi olan doku hasarma yol acar [66]. Fimbriyah bir P.gingivalis susunun
mkiibasyondan en fazla 90 dakika sonra gingival epitel hiicresme nvazyonu daha Onceki
bir ¢alismada rapor edimistir [79]. Baska bir ¢calismada ise, P.gingivalis’ in inkiibasyondan
6 saat sonra dermal fibroblastlara invazyonu ve enfeksiyon olusturdugu bildirilmistir [66].

Antibiyotikle tedavi edimis periodontitis ve peri-implantitis hastalar1 iizerinde
yapilan klink ¢aligmalar, antibiyotklerin P.gingivalis’i tamamen yok etmesindeki
yetersizligi ortaya cikarmistr. Bu gbzlem periodontitiste tekrarlayan enfeksiyonlarm
olusumu i¢in potansiyel bir rezervuar gibi davranabilen periodontal patojenlerin konak
hiicrelerine mnternalize olmasit ile acklanmistr.  Enfeksiyonun yeniden ortaya ¢ikmasi,

P.gingivalis’in tamamen yok edilememesine baglanmistir.

Konak hiicrelere invazyon, antibiyotik baskma karsi bakterilere koruma saglayan
olas1 mekanizmalardan biridir. Gingival fibroblastlar bu bakimdan 6nemli konak hiicreleri
olarak karsmiza ¢ikmaktadr c¢ilinkii periodontal patojenlerin gingival fibroblastlara invaze
oldugu ve iginde yasadigi daha onceki ¢alismalarda gosterilmistir [65,66].
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2.9. Bakteri — Bakteri iliskileri

Bakteriler hem biyosfer ile hem de igerisinde bulunduklar1 florada yer alan diger
bakteri(ler) ile stirekli bir etkilesim icerisindedir. Bu etkilesim bazen iki tarafi g¢ikar
iliskisi, bazen yarisma seklinde olabilir. Aym ortamu paylasmak zorunda olan bakteri sayisi
ikiden fazla oldugunda bu iligkileri 6nceden kestirmek daha da imkansiz olur. Boyle bir
durumda, bakteri hiicreleri genotiplerinin  geregi olan ve kendilerinden beklenen
biyokimyasal davranglarmi ihlal ederek, fenotipik adaptasyonel motifler gelistirebilirler.
Onceden kullanmadigi bir besin kaynagm kullanmaya baslayabilir, farkli bir hiicresel
morfoloji gelistirebilir, transforme olabilir veya digeri tarafindan nhibe edilerek floradan

tamamen silinebilirler [80].

Ayni ortamdaki bakteriler birbirlerini iki tiirli (dogrudan ve/veya dolayh yoldan)
etkileyebilirler. Bakterilerden birisinin metabolik atiklar1 digerinin ya beslenme kaynag
olabilr veya ona mhibitdr etki gosteriyor olabilir. Eger aym floradaki iki bakterinin
beslenme kaynaklari aym ise yarigma (kompetisyon) yoluyla birbirlerinin  beslenme
kaynaklarmi tiiketirler ve iki tarafi nhibe olabilirler. Bunlar dogrudan etkilesimlerdir.
Dolayh etkilesimde ise ortamdaki bakteri hiicrelerinden birisi, yasam faaliyetlerini
destekledigi iiglincii bir bakteri aracihg ile digerine zarar veya fayda verebilir. Ornegin
besiyeri igerisinde Selenomonas sputigena (S.sputigena) ile P.intermedia arasmda belirli
bir dogrudan etkilesim tespit edimez. Halbuki bu iki bakteri aym flora icerisinde diger
bakteriler ile birlikte bulunduklarnda; P.intermedia, Wolinella recta (W.recta)’yr floraya
davet eder ve metabolizmasm destekler. W.recta ise S.sputigena’yr destekler. Dolayisiyla,
birinci bakterinin ikinci bakteriye dolayh yoldan faydasi olur.

Bakteriler kendi aralarmda konak savunmasma karsi da isbirligi icerisinde
olabilirler. Ornegin P.gingivalis ortama saldif ektraseliler vezikiiller yardmuyla sadece
kendisinin degil floradaki baska bakterilerin (Or;Capnocytophaga ochrace ve Prevotella

loescheii) fagozitozunu da engeller [80].

Bakteri-bakteri iligkisi, etkilesen tiirlere baghdwr, ¢ok yonlidiir, ¢cok sayida dinamik
bir dengeler znciri seklindedir, belirli zaman dilimlerinde ortaya ¢ikip sonradan
kaybolabilir, iliskinin yonii degisebilir ve sabit kurallar1 yoktur. Buna ragmen baz bakteri-

bakteri iliskileri ¢ok iyi tanmlanmustir ve 6zel isimler alrlar:
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2.9.1. Agiz Bakterilerinde Kommensal Tliski

A) Aym flora icerisinde bulunan iki bakteriden birincisi ikincisinin metabolik ve
ekolojik ihtiyaglarmi  karsiliyorken, ikincisi  birincisinin  ihtiyaglarma  aldirmazhk
icerisinde olabilir. Buna simbiyozim denir. Bir bakteri ile simbiyoz iliski igerisinde
bulunan diger bakterilere, o bakterinin Simbiyontu denir.

B) Aym flora igerisinde bulunan iki bakteriden her birisi karsiikh olarak digerinin
metabolik ihtiyaglarin1 karsihyor olabilir. Buna mutualizm denir.

C) Bazi kaynaklara gore kayitsizlik kommensalizm baghgi altmda yer alr [80].

2.9.2. Ag1iz Bakterilerinde Antibiyoz liski

Ayni flora icerisinde bulunan iki bakterinin, birbirlerinin yasam faaliyetlerini inhibe
etmesine antibiyoz denir ve bu olay 4 farkh yol ile olabilir:

A) Bakteriyosinler:  Bakteriler {iredikleri flora igerisinde diger bakterilerin
tiremesini  engelleyen (genellikle) protein yapismda olan enzimler salarlar. Kok kanah
icerisinde Porphyromonas endodontalis’in bakteriyosinleri ile P.intermedia’yr o6ldiirmesi
bu etkilesim i¢in Ornektir. Bakteriyosinler, hem o bakteri tiirliniin flora {izerine dominant
hale gelmesini saglar hem de konak {izerine yikic1 etki yaratr. Omnegin “piyosiyanin”
Pseudomonas aeruginosa’nn floraya saldigi yesil renkli bir bakteriyosindir. Benzer
sekilde “pestisin” Yersinia pestis tarafindan, ‘brucellin” Brucella {iyeleri tarafindan,
“klebsin” Klebsiella tiyeleri tarafindan, “protisin” Proteus {iyeleri tarafindan ortama
salman bakteriyosinlerdir. Floradaki diger bakterileri inhibe eder. Zaten bu maddelerden
bazilar1 saflastirilarak dogal antibiyotik olarak kullanilmaktadir.

B) Metabolik Yarigma: Ortamda bulunan sekerler, sakkarolitik bakteriler tarafindan
parcalanr ve enerji yapiminda kullamlir. Floraya ik gelen bakteri ortamdaki sekerleri hizla
tiketerek digerine yetecek miktarda seker brakmayabilir. Bu durumda ikinci gelen bakteri

ya sayica az olacak veya o floraya hi¢ yerlesemeyecektir.

C) Ekolojik yarisma: Aym konak reseptoriine tutunabilen iki bakteriden floraya
once geleni, konak reseptorlerni isgal ederek ikinci bakterinin konak reseptorlerine

tutunmasini engelleyebilir.



27
D) Katabolikk Engelleme: Florada bulunan bir bakteri (6rmegin stafilokoklar)

hidrojen peroksit yapabiliyor olabilr ve diger bir bakteri (6rnegin zorunlu anaeroplar) bu
katabolik atiZa duyarh olabilir. Bu durumda zorunlu anaeroplar stafilokoklarm kolonize
oldugu floraya yerlesemeyeceklerdir [80].

2.10. Enfeksiyon patogenezinde bakteriyel adezyon ve 6nemi

Adezyon, bir mikroorganizmann konak dokuya tutunmasmi, aderans ise adezyon
yetenegini ifade eder. Bir bakterinin konakta hastaliga sebep olabimesi i¢cin herseyden
once konak dokuya adezyonu sarttr. Konak dokuya tutunamayan bakteriler virulansi fazla
olsa bile herhangi bir hastaliga sebep olmazlar, floradan tesadiifen izole edilebilseler de
konaga tutunamadiklari i¢in o florada hastalk yapic1 olamazlar. Bakterilern agizda
tutunabilecekleri yiizeyler 1) keratinize epitel, 2) keratinize olmamus epitel, 3) hidroksil
apatit yiizeyler (dis sert dokular1 ve seramik restorasyonlar) ve 4) varsa protezlerin metal
ve akrilk yiizeyleridir [82].

Bakteriler konak dokuya tutunabimek icin genellikle fimbriya (sinonimi=pil) ve
kapsiillerini  kullanirlar. Bir ¢ok oral patojenn agiz dokularma tutunmasi fimbriyalar ile
olur. Ortamda mannoz varken fimbriyalar inaktive oluyorsa Tip-1, inaktive olmuyorsa Tip-
2 fimbria admi alr. Birgcok oral patojenin (6rnegin Actinomyces ve Porphyromonas
gingivalis) genellikle Tip-1 fimbrialari vardwr. Proteus’lar, Escherichia ve Neisseria
gonorrhae fimbriyalariyla tiriner sistemin ¢ok kath kiibik epiteline, enterik ¢omaklar ise
barsak villuslarma ve kolon mukozasma kolayca tutunurlar. Konak doku yiizeyinde
fimbriyalarda bulunan fimbrillin isimli  protemin komplementer yapismda reseptorler
bulunur. A grubu streptokoklar ve Corynebacterium’lar tonsiller mukozaya tutunurken
fimbriyalarmin uygun oldugu konak reseptorlerine de tutunurlar.

Fimbriyalar molekiiler yapism tamamlayan reseptorlere adezyonu saglayabildigi
gibi, hicbir reseptor bulunmayan yiizeylere de tutunabilr. Ornefin mine ve protez
ylizeyinde bir reseptor bulunmadigi halde, Actinomyces’ler kemik dokuya ve hidroksiapatit
yizeylere;, C ve D grubu streptokoklarm ¢ogu disin sert dokularma fimbriyalar ile
tutunabilirler [82]. Pnomokok, Klebsiella pneumonia, Haemophilus influenzae, Neisseria
meningitidis ve Legionella pneumophila genis kapsiilleri ile solunum yolunun tek kath
sityal epiteline tropizm gosterir. Kapsiil araciigi ile adezyon i¢in 0zgiil reseptor gerekmez.
Uygun pH, 1s1, ortamdaki uygun iyon dengesi kapsiil aracih@ ile tutunma i¢in gereklidir ve
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yeterlidir. Bakteri hiicresinin iireterek ekstraseliler ortama salgiladig slaym maddesi ve
adezmleri de adezyon i¢in bir aracidrr.

Bakteriyel aderans son derece segicidir. Ormegin, dil swtmndaki streptokoklarm
%350’sini olusturan Streptococcus salivarius dis sert dokularma tutunamamaktadr. Dis sert
dokularma ¢ok iddiali tutunan S.mutans ise dil yiizeyine tutunamaz veya pek az tutunabilir.
Bu baktermin dil yilizeyme tutunabilmesi icin Onceden dis sert dokularma kolonize olmasi
gerekir. Eger bir agizda dis bulunmuyorsa genellikle dil ylizeynde ve salyada S.mutans
bulunmaz. Yeni doganlarm agzlarmda ve digsiz  yashlarm agzlarmda  S.mutans,
Streptococcus sanguis, Actinomyces viscosus ve P.gingivalis bulunmaz. Veillonella
parvum sadece ve daha bol olarak dil papillalarmn arasindan, Leptothrischia ise yanak
mukozasndan izole edilir. Benzer sekilde, Streptococcus mitior (mitis), vibriolar,
fusobakteri ve spiroketler de agzmn spesifik bolgelerinde yerlesirler. Bunlar o bakterinin
kendi ekolojisine uygun olan boélgelerdir. Yani herhangi bir bakteri herhangi bir florada
tesadiifen  bulunmamaktadr. Adezyondaki konak segiciligi, bir bakterinin  yalnizca
virilansmi degil aym zamanda hangi dokuda hastalik yapabilecegini de belirler. Ornegin,
Brucella, Salmonella, Pseudomonas aeruginosa, Proteus ve diger enterik basiller agiz
dokularma tutunamazlar ve bu bakteriler genellkle agizda hastalk yapmazlar. Halbuki
P.gingivalis’in diseti epitelinin 50 kDa luk keratin baglayan reseptoriine tutunmasi sadece
dakikalar alr, hatta kolayca internalize olurlar. Bu 0Ozellifi bu bakteriyi énemli bir oral
patojen yapar. Bununla beraber, Klebsiella pneumonia, Serratia marcescens, Escherichia
coli ve Staphylococcus albus agwzin igerisine inokiile edilse bile tutunamadiy ve kisa
zamanda uzaklastigi gosterilmistir [82].

Bir bakterinin flajelinin bulunmas1 yani hareketli olmasi o bakterinin doku igerisine
invazyonunu ve yaylmasm artrr. Vibrio cholerae’nn kliniginin (kolera) agr olmasma
ragmen, bu bakterinin hareketsiz (flajelsiz) mutantlart barsak endoteline tutunamaz ve
aviriilandir.  Ornegin, hasarlanmis periodontal membrandan apikal bolgeye ik ulasan ve
pulpitisi ik baslatan bakterilerin hareketli spiroketler olmasi da beklenen bir sonugtur.

Agizda bakteriyel adezyona karsi koyan faktorler de vardr. Agz mukozasmmn
deskuamasyonu bakteriyel adezyonu zorlastwabilir. Epitelin yiizey tabakalarmdan hergiin
yiizlerce hiicre agiza dokiilir. Onlarm yerine bazal tabakalardan yeni hiicreler gelir.
Yiizeyden dokiilen hiicreler daha oOnce kendilerine tutunmus olan bakterileri yerinden
koparr. Bu bakterilerin bir kismu salya icerisinde yiizer sekildedir (10® cfu) veya yeniden
epitele donerler. Genel olarak, her diseti epitel hiicresine 10-15 bakteri hiicresi tutunabilir,

dil ylizeyinde bu say1 100°diir.
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Kas hareketleri de bakteriyel adezyonu zorlastwrwr. Baz bakteriler mekanik

siirtinmelere  duyarhdr. Ornegin laktobasiller dil ve yanagm siirtimmelerinden korunabilen
aproksimal ylizeylere Ve fissiir tabanma tutunurlar [82].
Oral patojenlerin agiz dokularma tutunmalar1 su sekillerde olabilir:
A. Ozgiil Tutunma:

Agiz mukozast epitel hiicrelerinin yiizeyinde glikoprotein ve glikolipit reseptdrler bulunur.
Bunlar miisméz  salglardaki  karbonhidratlarm  glikoziltransferaz  enzimi  tarafindan
parcalanmastyla olusurlar ve epitelin yiizeyine yerlesirler. Bu reseptorler ashnda epitelin
mmiin haberlesme veya konagmn kendi hiicrelerinin tutunabilmesi i¢in vardr. Fakat aym
zamanda, bakteri hiicresinin ylizeyinde bu reseptorlere tutunabilecek molekiiler yapiya
sahip komplementer yapilar bulunur. Bakteriler bu yiizey molekiillerini kullanarak epitele
kolay, kuvvetli hizh, 6zgiil ve wrarh sekilde tutunabilirler. Boyle tutunmalar bakteri ve
konak yiizeyleri arasmda molekiler seviyede kenetlenme seklinde olur. Leptotrichia
buccalis’m  yanak mukozasma tutunmasi bu sekildedir. A grubu streptokoklarm
ylizeylerindeki M proteini (antjeni) onlarm farinks ve tonsiller mukozaya bu sekilde
tutunabilmelerini  saglar. Yiizeyinde M proteini bulunmayan A grubu streptokok tiirleri
tonsiller dokuya aderans yapamazlar. A grubu streptokoklar disetine ve dis sert dokularma
da tutunamazlar veya zayif tutunabilirler [82].

B. Ozgill Olmayan Tutunma:

Bakteri hiicresinin yilizeyinde, dis veya agiz mukozasi yiizeyindeki herhangi bir reseptore
tutunabilecek 6zgiil bir molekiil yapist yoksa adezyonda 2 faz ayrdedilir:

1) Birinci faz (adsorpsiyon fazi): Mikroorganizmalarm oral yiizeylere ik adezyonu
agrrlikh olarak elektrostatik kuvvetler (zayif elektrik yiikleri), van der Waals kuwwetleri ve
yliizey geriim kuvvetleri ile gergeklesmektedir [81,82]. Daha sonraki asamada,

mikroorganizmalarm  dental ylizeylere geri doniisiimsiiz  baglanmast  koadezyon ve

koagregasyon gibi daha 6zgiin iletisim sekilleri gerektirmektedir [81].

Hidrojen iyon konsantrasyonu (pH), 151, yiizey geriimi ve atomlarmi ortaklasa
kullanabilecegi  yiizey —molekiillerinin = says1  da  tutunmaya  yardmcidr.  Ornegin
Streptococcus mitior (syn; mitis) ancak asit ortamda (pH<6) dise tutunabilir. Bu tutunma
geri donigiimlidir, salyann yikayicr etkisi ve dil yanak dokularmm hareketleriyle bu
bakteriler konak doku ylizeyinden ayriabilir.
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2) Ikinci fazz Bakteriler tarafindan ekstraseliiler polimerik materyaller sentez edilir
ve konak doku ylizeyinde biriktirilir. Bunlar miisindz glikoprotemlerdir. Bu satha adezyon
sathasidr,

Bagka bir 6zgiil olmayan tutunma sekli bakteri ve konak yiizeyindeki molekiiler karmasa
icerisinde tesadiifen birbirlermin  komplementer yapisma sahip molekiillerin  bulunmasi ile
olur.

C. Dogrudan Tutunma:

Bakteri hiicresi ile konak doku arasma herhangi bir materyalin girmedigi ve bakteri-konak
temasmmn pililer ile mimkin oldugu tutunmalardi. Actinomyces’lerin Tip-1 fimbriyalart
le disin mine dokusuna tutunmasi bu tutunmaya Ornek teskil eder. Boyle tutunmalar
secicidir, kahcidir ve ozgiildir [82].

D. Dolayli Tutunma:
Dolayh tutunmalarda bakteri hiicresi konak dokuya tutunabilmek icin bir araci kullanm,

clinkii konak reseptorleri ve Dbakteri yiizeyindeki molekiillerin  yapist  birbirinin
komplementeri degildir, ikisi arasmda adaptor rol istlenen bir kimyasal madde veya bir
baska bakteri hiicresi bulundugunda adezyon gerceklesir. Bu adaptor yapilar sunlar
olabilir:

1.Adezin: Levan, dekstran, glikoz, mannoz gbi noétral heksozlar ve fruktoz,
ramnoz gibi metil pentozlar, veya resin benzeri yapilar bakteri hiicresinin konak doku
yizeyine yapismak icin kullandig ekstraseliler materyallerdir. Bunlarm hepsine birden
genel olarak adezin adi verilir. Her bakterinin adezini farkh yapidadw. Oral patojenlerin
irettifi adezin molekiilinin bir ucu dama mme ve dentm dokusuna tutunabilen
Ozelliktedir. Diger ucu ise baktermin kendi gdvdesine tutunabilecek yapidadir. Adeznler
bakteri hiicresi tarafindan bilhassa adezyonu saglamak icin {iretilebilecegi gibi, bakteri
hiicresinin  bakteriyosinleri veya bagka baz ekzoenzimleri adezin gorevi gorebilir veya
floradaki bir bakternin {irettii bir enzim bir baska bakteri i¢in adezin gbrevi yapabilir.
Bakteri kapsiiliniin ana maddesini olusturan glikokaliks, ashnda bir adezindir.
Baz oral bakteriler (Actinomyces viscosus, Actinomyces naeslundii, Leptotrichia buccalis,
Fusobacterium nucleatum, Eikenella corrodens, Prevotella intermedia) yiizeylerinde GBA
(Galaktozil- Baglayici-Adezin)  bulundururlar.  Bunlar  eritrositlere, — epitele  ve  salya
misinlerine ~ zayifca  baglanabilirler.  Ayrica, ABA  (Arjinin-Baglayic-Adezin), SBA
(Siyalik asit-Baglayic1-Adezin) diger adezinlerdir [82].

2 Kriptitop: Salyanin yapismda bir ¢ok protein bulunur ama sadece 2 tanesi
fosfoproteindir: Bunlar PRPs (Prolince Zengin Proteinler) ve statherin’dir. Bu iki
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fosfoprotein daha ¢ok parotis salgismdan gelir ve tikiirikteki toplam proteinlerin % 30-

40’m1 olusturur. PRP’ler aminoasit sekansi farkh olan toplam 150 aminoasitten olugmus,
I’den 6’ya kadar numaralandmilan 6 farkl proteindi. PRP1 ve PRP3 yapisal olarak
birbirine ve kollajene ¢ok benzer. PRP4, 5 ve 6’'nn yapismda ise agr ve glikozillenmemis
aminoasitler bulunur. Bu fosfoproteinlerin hepsine (PRPler ve statherin) birden histatin adi
verilir. Histatin, dogal bir savunma bariyeridir, tikiiriikten gelip dis ylizeyini Orten
koruyucu bir Orti gbidir ve dis yiizeyme kuvvetle yapismaya meyillidir. Histatin
tabakasmmn 3 tane gorevi oldugu bilinmektedir: 1) Dis yiizeyinde biyofilm yaparak bir
savunma bariyeri olusturur. Boylece bakterilerin ylizeye adezyonunu engeller ve 06zgiil
olmayan bir savunma vyaparlar. Bakteriler, olgun histatin biyofilmine tutunamazlar. 2)
Gram negatif bakteri dig duvarmda bulunan Lipit A tabakasmi bloke ederek antibakteriyel
etki gosterirler. 3) Mast hiicrelerinin ve diger immiin hiicrelerin uyar1 esigini  diisiirir.
Boylece konak immiin sistemini daha kolay alarm durumuna gececek sekilde muhafaza
eder.

Dis yiizeyndeki bu koruyucu ortii (histatin biyofilmi) bakterilerin hedefidir. Oral
patojenler tarafindan iretilen proteaz ve noraminidaz’lar Thistatin’i pargalayabilirler.
Histatini olusturan aminoasitler birbirlerinden ayrilr ve konak doku yiizeyme dik gelecek
sekilde serbest uglar yaparlar. Bu uglara Kriptitop (kriptik, gizli kalmis ve topo, yer) adi
verilir [82].

Iste bu kriptitoplar oral patojenlerin tutunma noktalaridr. Actinomyces israelii, A.
odontolyticus ve A. viscosus sadece Tip-1 fimbriyalari ile dise tutunabilirken, kriptitoplar
aciga c¢iktiktan sonra Tip-2 fimbriyalann ile de kriptitoplara ve dolaysiyla dislere
tutunabililer. Kot hijyeni olan agizlarda néraminidaz  aktivitesi fazladwr. Bilhassa
Actinomyces basta olmak {izere pek c¢ok oral patojenin noraminidaz enzimleri vardr ve
tutunmak i¢cin kendilerine kriptitop hazrlayabilirler. S.mutans (serotip c), Streptococcus
sanguis, Prevotella melaninogenica, Prevotella loeschii, P.gingivalis, Actinomyces israelii,
Actinomyces odontolyticus, Actinomyces viscosus Kkriptitoplara kolayca tutunabilir. Fakat
Actinomyces naeslundii, Streptococcus sobrinus ve P. intermedia, Streptococcus pyogenes,
S. mitis’in bir susu ve S. sanguis’in baz suslari ortamda kriptitop bulunsa bile buna
baglanamaz. S.mutans deneysel ortamda fibronektin’e baglanamadigi halde agiz ortammda
baglanabilir. Mutans grubundan olan Streptococcus rattus ve Streptococcus cricetus boyle
kollajen kaynakl kriptitoplara tutunmaya meyillidir.

3.Glukan: Glukan aslnda 06zel bir adezin molekiilidiir. Bakteriler tarafindan
sukrozdan sentezlenir ve ortama salnr. Diger adezinlerden farki, yiizeylerinde GBP
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(glukan-baglayici-protein) tastyan streptokoklarm adezyonunu saglamasidr. S.mutans hem
glukan sentez eder hem de hiicresinin ylizeyinde GBP bulunur. Sentezledigi glukan dis
dokularma yapistiktan sonra, bakteri govdesi GBP’leri ile kendi sentezledigi glukana
tutunur. Karyojenik olan bu bakterinin adezyonu glukana, dolayisiyla sukroza bagmhdir.
Ayrica ¢evresine glikoziltransferaz enzimi salar. Bu enzim glukan ile hiicre govdesi
arasmda molekiller bir koprii gorevi Ustlenir. Benzer sekilde, Streptococcus sobrinus da
hidroksiapatit yiizeylere dogrudan tutunamaz, ama glukan’a tutunabilir. Yiizeymde GBP
tastyan baska oral patojenler de vardr [82].

2.11. Koagregasyon ve dnemi

Bazen bakteri, di, yanak ve agz mukozasmmn difer yiizeylerne ve dis sert
dokularma bagka bir bakteri aracthg ile tutunabilir. Ornegin S.mutans glukan aracilkh
olarak dis sert dokusuna tutunup kendisi P.gingivalis’e baglanabilir. Bu durumda patojen
olan bakteri bu zncirin ucundaki bakteridir, araci olan bakteri onun simbiyontudur.
P.gingivalis’in tutunmasma araciik eden bakteri bazen Streptococcus salivarius’tur veya
adezinleri ile tutunabilen Actinomyces viscosus gbi bir baska Gram pozitif bakteridir.
P.gingivalis’in ekstraseliller vezikiilleri adaptér rolii oynayarak Capnocytophaga tiirlerinin
dise yapismasmi temin edebilirler. Treponema medium, 37 kDa’luk yiizey proteinleri ile
P.gingivalis’e tutunabilir [82].

Actinomyces &  Bacteroides Sikreptococcus
israelfi ' loescheii ' sanguis

Sekil 2.4. Koagregasyon kopriileri ile indirekt bakteri tutunmasi [82].
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Bazen bu zncir 3 halkadan olusabili. Omegin Streptococcus sanguis dis yiizeyine

tutunur ve araya Bacteroides loescheii’yi alacak sekilde Actinomyces israelii’yi baglar.
Boyle bakteri-bakteri tutunmalarmda 6zgil bir tane reseptdr tammlamak zordur.
Muhtemelen bakterilerin yilizey elektrik yiiklerinin bakteri-bakteri tutunmasi iizerine roki
vardr. Prevotella buccae, Prevotella melaninogenica ve Porphyromonas oralis genellikle
Gram pozitif bir bakteriye baglanamaz. Halbuki Prevotella buccalis, Prevotella denticola,
Prevotella intermedia, Prevotella loescheii ve Porphyromonas oris bir Gram pozitif
bakteriye (mesela Actinomyces veya Streptococcus sanguis’e) baglanmaya isteklidir.
Prevotella loescheii ve Actinomyces viscosus, dise sikica tutunabilen Streptococcus
sanguis’e baglanabimek i¢in adeta yariswlar. Bazen ikisi birden Streptococcus sanguis’e
yapisarak koagregasyon zincirinde dallanmalar yaparlar. Bu dallanmis bakteri zincirleri
plak gelismesine Onclilik eder. Zincirin en ucunda serbest kalan bakteri genellkle en

patojen olan bakteridir [82].
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3. GEREC ve YONTEM

3.1.  Bakterilerin Uretilmesi

Bu calsmada Gazi Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali laboratuvarmm  kiiltir  koleksiyonundan temin edilen Porphyromonas
gingivalis (ATCC 33277), Lactobacillus rhamnosus (ATCC 9595) ve Streptococcus
mutans (ATCC 25175) standart bakterileri kullanilmistur.

3.1.1. Streptococcus mutans’ i iiretilmesi:

S.mutans ATCC 25175, Trypticase Soy Yeast Extract Bacitracin-Vancomycin Agar
(TYCSB) ve Tryptic Soy Broth (Merck, Almanya) besiyerlerine ekilerek 37°C de 48-72
saat %5 CO; iceren inkiibatorde (Heal Force, Cin) {iretilmistir.

A. TYCSB Agar Besiyerinin Hazrlanmasa:
1 litre i¢in;

- Tryptic Soy (TYC) Agar litreye
- 15 g Bacto Casein

- 59 Yeast Extract

- 0,2 g L-cystein

- 0,19 Na2s0s3

- 1gNacCl

- 29 Na2HPO4 12aq
- 2gNaHCO3

- 20 g Na acetate 3aq
- 50 g siikroz

- 15gagar

15 dakika siireyle 115°C’de otoklavlanmistr ve 55°C’ye kadar sogutulduktan sonra 0,1

unit/ml basitrasin ve 0,2 unit/ml vankomisin eklenmistir.
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3.1.2. Lactobacillus rhamnosus’un hazirlanmasi

L.rhamnosus ATCC 9595, MRS (De-man ROGOSA and Sharpe) agar ve MRS
broth (Merck, Almanya) besiyerlerine ekilmistir. 37°C de 48-72 saat %5 CO, inkiibatorde
tutularak tretilmistir.

3.1.3. Porphyromonas gingivalis’in hazirlanmasi

P.gingivalis ATCC 33277, FAA (Fastidious Anaerob Agar) ve FAB (Lab M,
Ingiltere) besiyerlerinde iiretimistir. Tam otomatik anaerob kabinde (Electrotek, Ingiltere)
%80N;, %10H,0, %10CO; atmosfer ortammnda 37°C’de 5-7 giin boyunca inkiibasyona
brrakilmustir.

3.2. Hiicre hattimmn hazirlanmasi

Kullanilan Cihazlar&Sarf Malzemeler:

Biyogiivenlik kabini Class 2 (Esco)

Isik mikroskobu (Leica DM750)

Invert mikroskop (Olymus)

Kamera (Leica)

Sogutmali santrifiij (Hanil Scientific)
Hassas Terazi (Radwag)

CO; inkiibatorii (Sanyo)

Stv1 azot tanklar1 (International cryogenics)
Otomatik Pipetler (Eppendorf&Gilson)
Hemositometre (Thoma lanm)

Lameller (20x20 mm, 20x32 mm & 16 mm (yuvarlak))

Pipetor (Eppendorf)
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Steril Pastor pipetler

Steril flasklar (T25 ve T75)

Steril kriyotiipler

Steril falkon tiipleri (15 ml ve 50 ml)

Steril pipet uclar1 (DNAz ve RNAz icermeyen)
Uygun hacim ve ebatlarda cam malzemeler

Kullanilan Kimvyasallar

DMEM (Hyclone)

Penisilin-streptomisin (Lonza)
L-glutamin (Lonza)

Hepes Buffer (Lonza)

PBS (Phosphate Buffered Saline) (Sigma)
FBS (Fetal Bovine Serum) (Lonza)
DMSO (dimetilsiilfoksit) (Sigma)

Tripan mavisi (Sigma)

Hiicre Dizisi ve Cogaltilmasi

Kiiltiir Mediumu:

% 10 FBS,

%1 penisilin-streptomisin (100U/mg),
%1 L-glutamin,

Bu cahsmada kullanlan HGF-1 (Human Gingival Fibroblast-1) hiicreleri Selguk
Universitesi’'nden Dr. Pembegiil Uyar’dan temin edilmistir. HGF-1 hiicreleri %10 FBS, %l
penisilin-streptomisin, %1 L-glutamin iceren DMEM ile hazirlanan medium kullamlarak
T25 ve T75’lik hiicre flasklarinda ¢ogaltilmustir.
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48-72 saat CO; inkiibatorinde bekletien flask i¢indeki HGF-1 hiicrelerinin
yogunlugu ve hiicre morfolojileri nvert mikroskop ile kontrol edilmigtir. Hiicrelerin yogun
goriindiigii  flasklardan pasaj alnmarak hiicreler ¢ogaltlnustr Ve sonraki g¢alismalarda
kullanilmak {izere hiicreler dondurularak -196°C’dakisv azot igerisinde saklanmustir.

Cahsmada HGF-1  hiicre serisinin 6. ile 8. pasajlart arasmdaki hiicreler

kullanilmustir.

Hiicrelerin dondurularak saklanmasi:

Islem hiicrelerin en az zararla dondurulabilmesi icin kademeli olarak ve kriyoprotektif
madde (DMSO) kullanilarak yapilmistir.

e Hiicre kiiltiiri sonunda Kkiiltiir flasklart PBS ile 2 kez ykandiktan sonra
cogalmis yapiskan tipteki HGF-1 hiicreleri % 0.25’lk  tripsin-EDTA
cozeltisi kullanilarak steril 15 ml’ lik santrifiij tiiplerine toplanmugtur.

e 1000 rpm’de 5 dakika ¢oktiirme isleminden sonra iist siv1 uzaklastwilmistir.

e Peclette kalan hiicreler %10 DMSO + % 90 FBS i¢inde hiicre
konsantrasyonu 1x10° hiicre/ml olacak sekilde siispanse edilmistir. Boylece
vizkositesi  diisiik, ¢ok c¢abuk donan ve hemen kristalize olan suyun
kristallenmeden kati hale gecmesi (vitrifkasyonu) saglanmis ve hiicrelerin
dehidrasyonu Onlenmistir. Kriyoprotektif maddelerden biri olan DMSO nun
kullaniimas1 ile hiperozmotik c¢evre olusturulup hiicrelerin su kaybetmesi
saglanmig ama aym zamanda hiicre i¢i su ile yer degistirip buz kristallermin
olusumu Onlenerek hiicre membram hem stabilize ediimis hem de hiicre zar
ve hiicre i¢i organelleri olusabilecek buz Kristallerinin  zararh etkilerinden
korunmustur.

e Hiicre siispansiyonu 2 ml’ lk kriyojenik tiiplere, kullanima uygun hiicre
konsantrasyonlarinda buz lizerinde aktarimstir.

e Hiicreler kisa siireli saklamak i¢in (1-2 ay) hizlh bir sekilde -80°C’ lik derin
dondurucuya kaldmrilmustir.

e Hiicreler uzun siireli saklamalar i¢in -70°C° de 5-6 saat siiresince

bekletildikten sonra swi azot tankma (-196 °C) almmustir.
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Hiicrelerin dondurulmus stoktan besiyerine almmasi:

e S azot tankmda saklanan hiicreler tanktan c¢ikarilip, onceden 37°C’° ye
ayarlanmig su banyosuna hizh bir sekilde alnmis ve hemen c¢oziinmeleri
saglanmustir.

e Hiicrelerin ¢ozinmeleri igin 5 dakika su banyosunda bekletilmistir.

e Seri bir sekilde ¢ozinen hiicreler 5 ml’ lik besiyeri ortamma alnmustr. 1000
rpm’ de 5 dakika santriflj edilmistr. Boylece dondurma islemi swrasmda
kullanlan  %10’luk DMSO’ nun toksik etkisi Onlenmistir. Pellet 1 ml
komplet kiiltiir ortamu i¢inde yeniden siispanse edilerek hiicre canhlig ve
saymu mikroskobik olarak gergeklestirimistir. Uygulanacak test sistemine
gore % 90-95 canllikta oldugu belirlenen hiicrelerin - konsantrasyonlari

ayarlanmstir.

Hiicre Canlilig1

HGF-1 hiicreleri i¢cin hiicrelerin pasajlanmasi, hiicrelerin dondurularak saklanmasi,
dondurulmus hiicrelerin  ¢ogaltilmasi asamalarmin herbirinde hiicre canliligi “‘tripan mavisi
atlim testi’” ile belirlenmistir. Bu islem thoma lamu iizerme 10ul hiicre siispansiyonu ve
10 %0,4’lik tripan mavisi koyularak 15k mikroskobunda boya alan ve almayan
hiicrelerin ayr1 ayr1 sayidmasi ile gerceklestirilmistr. Boya almayan tipteki canh hiicre
sayist total hiicre sayisma oranlanarak % canliik belirlenmistir. Her bir ¢cahgsma icin % 95-
99 canhlik oram belirlenen hiicreler kullanilmistir.

Hicre Kiiltiirii

Bu asamadan sonra hiicre kiiltiir ortamu igerisinde c¢oziindiiriilen hiicrelerin 24 kuyucuklu
hiicre treme plaklarma 10%  hiicre/kuyucuk olacak sekilde 500u son hacimde —ekimi
gerceklestiriimis ve  plaklar 37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde 24 saat inkiibasyona
brrakilmustir.

Hiicre yogunluigunun optimizasyonu igin  1x10°, 5x10°, 1x10* 2x10* hiicre/kuyucuk
degiskenleri test edilmis ve 1x10* hiicre/kuyucuk yogunlugun test icin uygun oldugu
gorilmiistiir.
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24 saat sonra 24 kuyucuklu hiicre iiretme kaplarmdaki her bir kuyucuk yiizeyini invert
mikroskop altmda % 80-90 orannda kapladigi goriinen logaritmik {ireme tarzmda olan
HGF-1 hiicreleri tizerindeki besiyeri aseptik kosullarda uzaklastirilmigtir.

3.3.  Bakteri inokulumlaninin hazrlanmasi

P.gingivalis, S.mutans ve L.rhamnosus daha once belirtilen spesifik besiyerlerinde
iretilerek kolonilerin saflik kontrolii yapimis ve Kkiiltiirlerin safigi Gram boyama yontemi
le kontrol edilmisti. Bakteri siispansiyonlary, biiylime egrisi prensibine gore bakteri
hiicrelerinin  iissel biiylimesi kullammdan 6nce, Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) (Hyclone, ABD) igerisinde inokulum 0,5 McFarland standardi bulankligma gore
1,5 x10® CFUml (colony formng unit) olacak sekilde hazrlanmustr. Bakteri
stispansiyonlarmm  yogunlugu  spektrofotometrik olarak optk yogunlugu 0,6 hiicre/ml
olacak sekilde ELISA okuyucusu (450nm, BioTek, USA) i de dogrulanmustwr. Daha
sonra bakterilerin sayimasm kolaylastrmak i¢in 1:10 ve 1:100 orannda seyreltilerek 108,
10" ve 10° cfwml olarak hazrlanan bakteri siispansiyonlar, bakteri yogunluunun
optimizasyonu i¢in hiicre kiiltiiriinde test edilmistir.

Hiicre kiiltir plaklarmm, igerisinde 10* insan gingival fibroblast hiicresi bulunan
her bir kuyucuguna 100 pl bakteri siispansiyonu eklenmistir ve daha sonra final hacim 500
ul olacak sekilde DMEM ilave edilmistir. 60 dakika, 90 dakika, 4 saat, 6 saat, 7 saat, 8
saat, 12 saat ve 24 saatlk mkiibasyon siireleri sonunda hiicreler ve bakterilerin hiicrelere

adezyonu incelenmistir.

3.4. Hiicrelere bakteri adezyonu

Her bir deney 24’li polistren hiicre kiiltiir plaklarma 2 tekrarh olarak yapilmustr.
Her kuyucugun igine birer cam lamel konulmustur. Daha sonra %10 FBS ile
zenginlestirimis DMEM i¢inde 10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde insan gingival fibroblast
hiicreleri hazirlanarak her kuyucuga 500 pl konulmustur. 24 saat sonra hiicreler PBS ile 2
kez ykanmistr ve 0.5 ml serumsuz DMEM eklenmistir. Yiizeyi kaplamig monolayer
gingival fibroblastlar daha sonra 107 McFarland eseline gore DMEM’de hazrlanmis canh
P.gingivalis, S.mutans ve L.rhamnosus bakterileri ile muamele edilmisti. Her bir
kuyucuga 10" hiicre/kuyucuk  bakteri olacak sekilde 100 pl bakteri siispansiyonu
eklenmistir. Kontrol gingival fibroblastlarma sadece %10 FBS iceren DMEM konulmustur.
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Ko-kiiltiirler 90 dakika, 4 saat ve 6 saat 37°C’ de %5 CO2’li nemli ortamda ko-inkiibasyona

brrakilmustir.

3.5. Bakterilerin boyanmasi ve sayillmasi

Bakterilerin  hiicrelere adezyonu i¢in belirlenen inkiibasyon siirelermin  sonunda
cam lameller kuyucuklardan lamlara alnmuis ve Kanada balzamu ile fikse edilmistir. Gram
boyama islemi ile hazrlanan preparatlar protokole uygun olarak boyanmustr. Her
preparatta rastgele 40 hiicre secilerek, stk mikroskobu (Olympus,Japonya) ile hiicrelere

tutunan bakteriler sayilmistir.

3.6. istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz icin P.gingivalis, L.rhamnosus ve S.mutans bakterilerinin konak
hiicrelere degisik zaman aralklarmda (90 dakika, 4 saat, 6 saat) tutunma diizeylerine ait
bulgular hesaplanmustr. Degisik zaman aralklarma gore hiicrelere tutunan bakterilerin
ortalama, ortanca ve standart sapma degerleri ve zamanlar arasi farkliliklari “Friedman”
testi ile hesaplanmustr. L.rhamnosus’un diger bakterilerin tutunmasma inhibisyon etkisini

istatistiksel agidan degerlendirmek i¢in “Wilcoxon U” testi kullanilmuistir.
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4. BULGULAR

4.1. Bakterileri Hiicrelere Adezyonuna iliskin Yapillan On Calisma Bulgulan
Segilen bakteri konsantrasyonlarmdan 107 cfiyml  degerinin  hiicre  adezyon
cahgmasinda en uygun konsantrasyon oldugu bulunmustur.

Yapilan 6n ¢alsmalar sonucunda bakterilerin segilen saat dilimleri arasmda 1. saat
sonunda hiicrelere  adezyonlarmmn heniiz gerceklesmedigi gozlemlenmistir. 90 dakika, 4
saat ve 6 saatlk mnkiibasyonlarda hiicrelerin saghkh bir gériiniimde oldugu ve adezyonun
gergeklestigi goriimiistiir. Yedi saat ve sekiz saatlik inkiibasyonda adezyon degerlerinde 6.
saate gore bir degisiklk goriilmemistir. Gingival fibroblast hiicrelerinin 12. saat sonunda
igimsi  Ozelliklerinin azaldigi ve ¢ogu hiicrenin yuvarlaklasmaya ve pargalanmaya basladig
gozlemlenmistir. Bakterilerin ise hizla koaggregasyon yaptigi ve kiimelestigi goriilmiistiir.
Hicrelerin 24 saatlik inkibbasyon sonunda parcalandigy, yuvarlaklastigi ve hiicre kiiltiir
plagi yiizeyinden kalktii gozlemlenmisti. Bakteri sayisi ise c¢ok fazla artiy gOstermistir.
Az sayda saglam hiicre gorilmiistir ve hiicrelerin igimsi Ozellklerinin - tamamen

kayboldugu, hiicre i¢i granillerinin arttiZi ve sitoplazmalarmmn dagilmaya basladig
goriilmistir (Sekil 4.1).

100x

Resim 4.1. Saglkli insan Resim 4.2. Saglkli olmayan insan
gingival fibroblast hiicreleri gingival fibroblast hiicresi



Bu bulgulara gore hem saghkh hiicre yapist hem de bakteri adezyonlarmi daha
dogru degerlendirebilmek icin 90 dakika, 4 saat ve 6 saatlk inkiibasyon siirelerinin deney
icin uygun oldugu belirlenmistir.

4.2. Zamana Gore Bakterilerin Hiicrelere Adezyonuna Iliskin Bulgular

Calgmada Dbelirlenen  siirelerdeki, L.rhamnosus, P.gingivalis ve S.mutans
bakterilerinin insan gingival fibroblast hiicrelerine tek baslarma tutunma Yeteneklerinin
degerlendiriimesi i¢in 151k mikroskobunda Gram boyama yontemi ile saymlar sayimustir.

L.rhamnosus 'un gingival fibroblastlara adezyonu Resim 4.3’te gdsterilmistir.

90 Dakika 4 Saat 6 Saat

L y 5

Resim 4.3. L.rhamnosus’un insan gingival fibroblast hiicrelerine adezyonu (Isik
mikroskobu, 100x)

Gram boyama yoOntemiyle hazirlanan preparatlar igcinden P.gingivalis’in gingival

fibroblast hiicrelerine adezyonu Resim 4.4’te gdsterilmistir.

90 Dakika 4 Saat 6 Saat

A

Resim 4.4. P.gingivalis’in insan gingival fibroblast hiicrelerine adezyonu (lsik mikroskobu,
100x)
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S.mutans’m insan gingival fibroblast hiicrelerine adezyonu Resim 4.5’te
gosterilmistir.
90 Dakika 4 Saat 6 Saat
< : lon - * i »
N
y g

w

-

(&
~ 2

T?esim 45. S.mutans’m insan gingival fibroblast hiicrelerine adezyonu (Isik ‘mﬂ<roskol;m

100x)

Yapilan saymlara gore hiicre yiizeyine tutunmus bakteri sayilarmm ortalamasi

Cizelge 4.1.°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. L.rhamnosus, P.gingivalis ve S.mutans suslarmin insan gingival fibroblast
hiicrelerine belirlenen inkiibasyon siireleri sonunda tek baslarma tutunan
ortalama bakteri saylarinin istatistiksel degerlendirilmesi

Tammlayici )

Bakteri Istatistikler 90 DAKIKA 4 SAAT 6 SAAT P

A Ortalama (St.Sapma) | 6,3 (4,968) 25,13 (11,332) |27,75 (16,487) 0.000*
Ortanca (IQR)** 55 (8) 245 (21) 225 (22) ’

B Ortalama (St.Sapma) |24,05 (18,003) |42,2 (17,667) |81,98 (52,903) 0.000%
Ortanca (IQR) 21 (25) 39,5 (25) 77,5 (69) ’

C Ortalama (St.Sapma) |854 (53,384) |98,55 (53,149) |119,88 (61,795) 0123
Ortanca (IQR) 79 (95) 91,5 (80) 100 (88) ’

A: Streptococcus mutans, B: Lactobacillus rhamnosus, C: Porphyromonas gingivalis
*: Istatistiksel olarak anlamli degerler
**: IQR: ¢eyrek deger arasi genislikler

Bulgulara gore,
sayisnda

degisiklikler Sekil 4.1°de gosterilmistir.

tiim bakteriler i¢in inkiibasyon siiresi arttk¢a tutunan bakteri
da bir artis oldugu saptanmustwr. Bakterilerin siireye bagh tutunmalarmdaki



Bakteri sayisi (n) / hiicre
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120

100

&0
m 90.dk

60 4. saat

m 6. saat
40

20 - B I—i o -
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S.mutans L.rhamnosus P.gingivalis

Sekil 4.1. Zamana gore bakterilerin tek baslarma insan gingival fibroblast hiicrelerine

tutunma kapasiteleri

4.3. Bakterilerin Hiicrelere Adezyon Kapasitelerinin Karsilastinlmasi

Insan gingival fibroblast hiicrelerine tutunan L.rhamnosus, P.gingivalis ve S.mutans
sayllarinin ortalamasi1 daha once Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Bulgulara gore, Dbakterilerin adezyon kapasitelerinin  birbirlerine  gore farkh
inkiibasyon siireleri sonunda artiy gosterdigi saptanmustr. P.gingivalis’in test edilen her 3
zaman diliminde hiicrelere, diger bakterilerden daha c¢ok tutunabildigi saptanmustwr. Test
edilen bakterilerin adezyon kapasitelerindeki farkhliklar Sekil 4.2°de gdsterilmistir.



Bakteri sayisi (n) / hiicre

120

100

80

60

40

20

m Lactobacillus rhamnosus

B Porphyromonas gingivalis

W Streptococcus mutans

90 dakika

4 saat 6 saat

Sekil 4.2. Bakterilerin adezyon kapasitelerinin karsilagtirilmas1

fibroblast
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L.rhamnosus susunun, P.gingivalis ve S.mutans suslarmmn insan gingival

hiicreleri  lizerne tutunma yeteneklerini etkileyip etkilemedigini

incelemek

amaciyla 90 dakika, 4 saat ve 6 saatlik inkiibasyon siirelerinde hiicre kiiltiiri ortamma

L.rhamnosus-S.mutans ve L.rhamnosus-P.gingivalis suslari bir arada konularak hiicre

ylizeyine tutunan bakteri sayilar1 rastgele segilen 40 hiicrede saylmis ve bulunan degerler

Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2. L.rhamnosus’un P.gingivalis ve S.mutans'm insan gingival fibroblast
hiicrelerine farkh inkiibasyon siirelerinde tutunma kapasitelerine etkisi
. Tanmmlayici

Bakteri istatistikler 90 DAKIKA 4 SAAT 6 SAAT p
Ortalama (St.Sapma) [543 (3,915) 10,18 (6,08) 10,58 (4,607)

AB'A 0 000*
Ortanca (IQR) 5(7) 11 (10) 10 (7) ’
Ortalama (St.Sapma) |19,3 (11,2) 49,83 (63584) |189 (8,875)

AB'B 0 001*
Ortanca (IQR) 16 (17) 285 (32) 18 (11) ’

BCc.p |Ortalama (St.Sapma) [158 (7.733)  |1813 (12714) |12.7 (7.297)

Ortanca (IQR) 165 (10) 15 (14) 12 (8) 0141
Ortalama (St.Sapma) |48,98 (36,402) |85,55 (56,275) |853 (13,115)

BC'C 0 000*

Ortanca (IQR) 50 (53) 75 (68) 5(9 ’

A: Streptococcus mutans, B: Lactobacillus rhamnosus, C: Porphyromonas gingivalis
AB-A: L.rhamnosus ve S.mutans birlikteyken saylan S.mutans sayisi
AB-B: L.rhamnosus ve S.mutans birlkteyken saylan L.rhamnosus sayisi
BC-B: L.rhamnosus ve P.gingivalis birlikteyken sayilan L.rhamnosus sayisi
BC-C: L.rhamnosus ve P.gingivalis birlikteyken saylan P.gingivalis sayisi
*: [statistiksel olarak anlamh degerler

L.rhamnosus susunun S.mutans bakterisinin insan gingival fibroblast hiicrelerine

adezyon yetenegine bir etkisi olup olmadig ve adezyon yetenegini inhibe edip etmedigi

incelenmistir (Resim 4.6).
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Resim 4.6. S.mutans’m L.rhamnosus varhginda insan gingival fibroblast hiicrelerine
adezyonu (yesil ok: L.rhamnosus, mavi ok: S.mutans) (Isik mikroskobu, 100x)

L.rhamnosus ve

S.mutans

aym hiicre

kiilttirti

ortamma

konulduklarnda

L.rhamnosus’un ortamda S.mutans’a gore daha baskmn bulundugu gozlemlenmistir (Sekil

4.3).
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Sekil 4.3. L.rhamnosus susu varhgmnda S.mutans susunun insan gingival fibroblast
hiicreleri iizerine siireye bagh adezyon kapasitesi

S.mutans bakterisinin L.rhamnosus bakterisi ile etkilesimi zamana gére incelendi ve
sonuclar cizelge 4.3’teki gibidir.

Cizelge 4.3. Farkh zaman aralklarmda L.rhamnosus’un, S.mutans’m fibroblastlara
tutunmas1 tizerine etkisi

Tammlayici Istatistikler 90 DAKIKA P 4 SAAT p 6 SAAT P
25,13 21,75
Ortalama (St.Sapma) 6,3 (4,968) (11,332) (16,487)
Ortanca (IQR) 55 (8) 0575 1245 (21) 0,000* {225 (22)  |0,000%
10,58
AB-A | Ortalama (St.Sapma) 543 (3,915) 10,18 (6,08) (4,607)
Ortanca (IQR) 5(7) 11 (10) 10 (7)

A: Streptococcus mutans, B: Lactobacillus rhamnosus, AB-A: L.rhamnosus ve S.mutans
birlkteyken saylan S.mutans sayist
*: Istatistiksel olarak anlamli deger

Doksan dakikada S.mutans’ m tek basma iken hiicrede bulunma sayisi, S.mutans’m
L.rhamnosus ile Dbirlikte bulunma sayisndan farklh  bulunmanustr. Bu durumda
L.rhamnosus’un S.mutans sayism 90. dakikaya kadar etkili bir sekilde degistirmedigi
goriilmiistir. 4. saat sonunda S.mutans’in L.rhamnosus varlignda hiicrelere tutunmasmm
istatistiksel olarak anlaml seviyelerde azaldig belirlenmisti. Bu durumda L.rhamnosus
bakterisinin hiicrede bulunmasi S.mutans bakteri sayismi 4. saatte etkilemis ve S.mutans
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bakteri sayis1 istatistiksel olarak azalmstr (p=0,000 < «=0,05). Altmc1 saat sonunda

S.mutans’m hiicrelere tutunma sayismin azaldig goriilmistir. L.rhamnosus varlgnda
S.mutans’m hiicrelere tutunma oranlarmm istatistiksel anlamda azaldigi belirlenmistir

(p=0,000 < 0=0,05).
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Sekil 4.4. S.mutans bakterisinin L.rhamnosus varlignda adezyon kapasitesindeki degisimin
gosterilmesi

L.rhamnosus susunun, P.gingivalis’in insan gingival fibroblast hiicrelerine adezyon
yetenegine bir etkisi olup olmadigi ve adezyon yetenegini inhibe edip etmedigi

incelenmistir (Resim 4.7).
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Resim 4.7. P.gingivalis’in L.rhamnosus varhginda insan gingival fibroblast hiicrelerine
adezyonu (yesil ok: L.rhamnosus, krmizi ok: P.gingivalis) (Isk mikroskobu,
100x)
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Sekil 4.5. L.rhamnosus susu varhginda P.gingivalis susunun insan gingival fibroblast
hiicreleri iizerine siireye bagh adezyon kapasitesi
Cizelge 4.4. Farkh zamanlarda L.rhamnosus ve P.gingivalis’in birlikte degisimi
Tammlayici .
Istatistikler 90 DAKIKA P 4 SAAT P 6 SAAT P
Ortalama 24,05 81,98
C (St.Sapma) (18,003) 42,2 (17,667) (52,903)
Ortanca (IQR) 21 (25) 0,002* (39,5 (25) 0,210{77,5 (69) 0,000*
BC Ortalama 48,98 85,55 8,53
c " | (St.Sapma) (36,402) (56,275) (13,115)
Ortanca (IQR) 50 (53) 75 (68) 5(9)

B.

P.gingivalis birlikteyken sayilan P.gingivalis sayisi

Lactobacillus rhamnosus, C: Porphyromonas gingivalis BC-C: L.rhamnosus ve

*: [statistiksel olarak anlamli deger

P.gingivalis

bakterisinin  90. dakikada hiicrede

bulunma

sayisl

L.rhamnosus

varhginda P.gingivalis bakterisinin bulunma sayisimdan farkhdr. Bu durumda P.gingivalis

bakterisi 90. dakikada L.rhamnosus bakterisi bulunmasma ragmen istatistiksel olarak artis

gostermistir  (p=0,002 < «@=0,05). Doérdiincti saatte P.gingivalis bakterisinin hiicrede
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bulunma sayist L.rhamnosus varhginda P.gingivalis bakterisinin bulunma sayismdan farkl
degidir. Bu sonuca gore, 4. saatte L.rhamnosus bakterisinin hiicrede bulunmasi
P.gingivalis bakteri sayism etkilememis ve istatistiksel olarak fark bulunmamustir
(p=0,210 > =0,05). Altnc1 saatte P.gingivalis bakterisinin hiicrede bulunma sayisi
L.rhamnosus varhgnda P.gingivalis bakterisinin  bulunma sayismdan farkhdr. Bu
durumda L.rhamnosus bakterisinin hiicrede bulunmasi P.gingivalis sayism etkilemis ve
P.gingivalis sayismi istatistiksel olarak anlamli 6lgiide azaltmistir (p=0,000 < o=0,05).

120
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80
60 B Porphyromonas gingivalis
40 Porphyromonas gingivalis + L

20

90. dk 4. saat 6. saat

Sekil 4.6. P.gingivalis bakterisinin L.rhamnosus varhigmnda adezyon kapasitesindeki
degisimin gosterilmesi

Calsmada, L.rhamnosus, P.gingivalis ve S.mutans bakterileri aym hiicre Kkiiltiir

ortamma konularak birbirleri arasmndaki iligki incelenmistir (Resim 4.8).
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Resim 4.8. P.gingivalis ve S.mutans’m L.rhamnosus varhginda mnsan gingival fibroblast
hiicrelerine adezyonu (yesil ok: L.rhamnosus, krmuzi ok: P.gingivalis, mavi
ok: S.mutans) (Iskk mikroskobu, 100x)
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Insan gingival fibroblast hiicrelerine 90 dakika, 4 saat ve 6 saatlk inkiibasyon

bakteriler  bir
sayllan hiicre
tutunmus bakteri saylarmin ortalamasi1 Cizelge 4.5°de gosterilmistir.

stireleri  sonunda  hiicre ~ Kkiiltliri ~ ortammda aradayken adezyon

yeteneklerindeki  degisimin  degerlendiriimesi  igin  randomize ylizeyine

Cizelge 4.5. L.rhamnosus, S.mutans ve P.gingivalis’in aym hiicre kiiltiiri ortammdayken
hiicrelere adezyonlar1

: Tammlayici
Bakteri istatistikler 90 DAKIKA 4 SAAT 6 SAAT P
ABC-A Ortalama (St.Sapma) |1253 (11,6) 17,9 (18,14) 8,7 (9,174) 0230
Ortanca (IQR) 10 (18) 115 (18) 6 (9) :
ABC.g | Ortalama (StSapma) (653 (4674) [ 765 (4054) |98 (6026) 0103
Ortanca (IQR) 55 (6) 8 (6) 9 (10) ’
Ortalama (St.Sapma) | 66,98 (60,259) |88,5 (62473) |51,23 (26,037)
ABC-C 0.018*
Ortanca (IQR) 55 (84) 75 (60) 48 (40) :

A: Streptococcus mutans, B: Lactobacillus rhamnosus, C: Porphyromonas gingivalis,
ABC-A: L.rhamnosus, S.mutans ve P.gingivalis birlkteyken saylan S.mutans sayisi,
ABC-B: L.rhamnosus, S.mutans ve P.gingivalis birlikteyken saylan L.rhamnosuus saysi,
ABC-C: L.rhamnosus, S.mutans ve P.gingivalis birlikteyken saylan P.gingivalis sayisi

*: [statistiksel olarak anlamli degerler

Sonuglara gore, S.mutans ve L.rhamnosus’un adezyon kapasitelerinin 90 dakika, 4
saat ve 6 saat siiren inkiibasyon siirelerinde sabit kaldig1 goriilmiis, fakat P.gingivalis’in
msan gingival fibroblast hiicrelerme adezyonunun 90 dakika ve 4 saat arasnda arttid, 4

saat ve 6 saatlk inkiibasyon siirelerinde ise azaldig1 gbzlemlenmistir.
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Sekil 4.7. L.rhamnosus susu varhgnda P.gingivalis ve S.mutans suslarmmn insan gingival

fibroblast hiicreleri iizerine siireye bagh adezyon kapasitesi
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5. TARTISMA

Digeti hastalklart ve dis giiriklermn olusumunda agiz bakterileri 6nemh rol
oynamaktadrlar. Birbiri ile etkileserek hastalk olusumunda is birligi yaparak diseti
hastalklarmm olusumunu hizlandrmaktadilar. Ayrica olusan bakteriyel birkim (dental
plak), destek, kemik ve bag dokularmda enflamatuvar cevap olusumunu da artrmaktadir.

Periodontitisin  baslangic ve ilerlemesinde esas olan disler tizerindeki bakteri
biyofilmidir. = Bu  organize yapiy, mikroorganizmalar ve  metabolitleri  tarafindan
olusturulmus yogun, dinamik bir tabakadr. Bu tabakada ki bakteriyel kolonizasyonun
biiyiik bir kismmu S. mutans olusturmaktadr [83]. S.mutans, metabolizma faaliyetleri
sonunda polisakkaritleri olusturur. Bu polisakkaritler yardmyla oral yiizeylere daha kolay
tutunabilir.

Dental ve periodontal hastalklarm olugsmasmnda oldukca ©Onem tasiyan oral
bakterilerin agizdan tam olarak eradikasyonunun miimkiin olmamasi ve antibakteriyel
tedavi amach kullamlan maddelerin her zaman basarih olamamalart agz hastalklarmda
bagka alternatif tedavi yaklagmlarmm giindeme gelmesini saglanustr. Son yillarda viicutta
Ozellikle gastrointestinal hastaliklarda ¢ok kullamlmaya baglanan probiyotik etkili {iriinler
lle ilgili cok sayida olumlu sonu¢ bildirimektedir. Fakat probiyotik {iriinlerin dental ve
periodontal hastalklarda kullanmm ile ilgili bilgler smirhdr. Yapilan aragtrmalara gore,
oral mikroflorada bulunan probiyotik bakteriler, dental plagm karmasik yapismda, biyofilm
tabakasmm  olusumunda ve  gelisimnde  konak  lehine  etki  gdsterebilmektedir.
Probiyotikler, dental plagn yapismda bulunan patojen bakterileri inhibe eden kimyasal
maddeler iireterek bakterilerin gogalmalarmi engelleyebilmektedirler [84].

Montalto ve arkadaslar1 [85], laktobasil susu igeren probiyotiklerin kapsiil veya swi
formda almmn S.mutans {izerinde engelleyici bir etki gosterip  gOstermedigini
incelemislerdir.  Laktobasil susu igeren probiyotklerin  kapsil veya swi1 formda
kullanilmasmmn  agizdaki S.mutans miktarma etkili olmadigmi, fakat hem swvi hem de
kapsiil formundaki laktobasil preparatt uygulamasmmn tiikiiriikteki laktobasil miktarmda
anlamli derecede artisa sebep oldugunu belirlemislerdir.

Tsubura ve arkadaslart [86] yapmus olduklari bir ¢alsmada, periodontitis bulunan
hastalarda Bacillus subtilis igeren probiyotkli bir agiz gargarasi ile benzalkonyum kloriir
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iceren bir agz gargarasmmn periodontal dokularda kolonize olan oral bakteriler iizerindeki
etkinligini  degerlendirmiglerdir. Calgma sonucunda Bacillus subtilis iceren probiyotikli
agz gargarasmin benzalkonyum kloriir igeren agiz gargarasma oranla anlamh derecede
periodontal patojenleri azalttig1r belirlenmistir.

Zahradnik ve arkadaslari [87], probiyotikli bir agiz gargarasi olan ProBiora3™” nmn
4 hafta boyunca giinde iki defa kullanmmm S.mutans ve agiz icerisinde bilinen ¢esitli
periodontal patojenler {izerindeki etkinligini degerlendirmiglerdir. Cahsma sonucunda
ProBiora3® nm subgingival plak icerisindeki patojenlerin Seviyesi ve S.mutans Sseviyesi
tizerinde etkili oldugu belirlenmigtir. Ayrica arastrmacilar probiyotikli agiz gargarasmm
giinlik kullanimmmm dis saghg ve periodontal saghk acismdan uygun ve giivenli oldugunu
da belirtmislerdir.

Noordin ve Kamin [88] c¢ahsmalarmda, probiyotikli gargaralarm plak birikimi ve
gingivitis  Tizerine  belirgin - inhibitér etki sagladigm  belirlemislerdir.  Ayrica  probiyotikli
agiz gargaralarmm plak formasyonunu Onledikleri ve gingivitisi azaltmada potansiyel bir

terapotik degere sahip olduklar1 sonucuna varmuglardir.

Hasslof ve arkadaglari [89], laktobasil susu igeren probiyotiklerin oral S.mutans ve
C.albicans’larm tiremesi lizerine etkilerini inceledikleri in vitro cahsmalar1 sonucunda, bu
probiyotiklerin  kandida iremesini engelledigi fakat bu engelleyici etkinin S.mutans

tizerindeki etkiden daha zayif oldugunu belirlemislerdir.

Kotan ve arkadaglari [90] yaptklari bir ¢alsma sonucunda, Streptococcus
salivarius K12 probiyotik susunu igeren agiz gargarasmmn (KForce, Awvustralya) S.mutans’
m adezyonunda istatistiksel anlamda bir azalmaya neden olmadigini belirlemislerdir.

Bu c¢alsmada da benzer olarak, probiyotk bir sus olan L.rhamnosus’un,
S.mutans’m gingival fibroblast hiicrelere adezyonunda istatiksel olarak anlamh bir
azalmaya neden olmadig goriilmiistir. Cahsmada vardlan bu sonu¢ difer arastrmacilarm
sonuclar1 ile tutarhlik gostermistir.

Biyofilmde baskin olarak Gram pozitif fakiiltatif anaerop bakteriler bulunmaktadir.
Diizenli olarak biyofilm tabakasmmn gideriimemesi durumunda ekolojik degisikliklere
bagh olarak biyofilm yapismda Gram negatif tiirlerin (P.gingivalis gibi) sayisi artmaktadir.

Bu Gram negatif bakterilerin ¢ogu periodontal patojenler olarak kabul edilirler.
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Biyofilm i¢indeki bir bakterinin patojen olabilmesi ve periodontitis olusturabiimesi

icin dokulara yapisabilme Ozelligine sahip olmasi gerekmektedir. Her bakteri gibi
P.gingivalis’m de konakta hastalk yapabilmesi icin ik Once konak dokuya tutunmasi
gerekmektedir. P.gingivalis diseti epitel hiicrelerine fimbriyalart aracilig ile tutunur ve
hiicrenin igerisine girer [68]. P.gingivalis’in gesitli konak hiicrelerine invazyonu ve epitel
hiicrelerinde ¢ogalmasi daha Once in vitro olarak yapimis caligmalarda gosterilmistir [65].
Ancak P.gingivalis, invazyon yetenegi yiksek bir patojen oldugu i¢in sadece epitel
hiicresine  tutunmakla  kalmayp bag dokusunun c¢ogunlugunu olusturan fibroblast
hiicrelermi de etkileyebildigi ve hatta fibroblast hiicrelerine de mternalize olabildigi
bildirilmistir [66].

Lamont ve arkadaglari [79], fimbriyah bir P.gingivalis susunun inkiibasyondan en
fazla 90 dakika sonra gingival epitel hiicrelerine invaze olabildigini géstermislerdir.

Palm ve arkadaglari [66] ise, P.gingivalis’ in 6 saatte etkin bir sekilde hiicrelere
tutundugunu ve fibroblastlara invaze oldugunu belirlemislerdir.

Bu ¢albsmada optimizasyon i¢in denenen inkiibasyon siirelerine bakidignda diger
arastrmacilarm c¢ahsma sonuglarma benzer olarak 1 saat sonunda P.gingivalis’in
adezyonunun ¢ok fazla olmadig, 90 dakika, 4 saat ve 6 saat sonunda adezyonun giderek
arttig, 6. saatten sonra ise tutunan P.gingivalis saysmmn gittk¢e azaldig gorilmistir. Bu
bulguya gore P.gingivalis’ in hiicrelere adezyonu i¢cin 90 dakikanmn yeterli oldugu, 6 saatlik
mkiibasyon sonunda ise hiicre yiizeyinde tutunmus bakteri sayismn azaldig, ancak
gingival fibroblast hiicrelerinin i¢ine girmis olabilecegi diisliniilmiistiir.

P.gingivalis periodontal hastalk olusumunda ve kroniklesmesinde ¢ok etkili bir
patojendir. Bunun nedeni, bakterinin invazyon yetenegine bagh olarak konak immun
cevabmdan ve antbakteriyel tedavilerden Kkagabiliyor olmasidwr. Sistemik antibiyotik
kullanmm sonrasi hastalardan toplanan epitel hiicrelerinde P.gingivalis’ in hiicre i¢indeki
varhg gOsterimistir. Bakterinin  hiicre i¢ginde bulunmast nedeniyle klasik antibiyotik
tedavisinin P.gingivalis enfeksiyonlar1 igin etkili olamayacagi belirtilmistir [65].

Doksan dakikalk inkiibasyonun ardindan bakterilerin tutunmalari tek baglarma
bulunduklarda kosullarda degerlendirilmistir. Tutunmalar degerlendirildiginde
L.rhamnosus ve S.mutans’m hemen hemen aym miktarlarda insan gingival fibroblastlarma

tutunabildigi ve adezyon kapasitelerinin ¢ok yiksek olmadim gozlemlenmistir. Buna
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karsiik P.gingivalis’in bu siiredeki adezyon kapasitesi bu bakterilere gore daha yiksek
bulunmugtur. Altt saatlk inkibasyon sonunda P.gingivalis’in daha yikksek kapasitede
tutunabildigi, L.rhamnosus ve S.mutans'm daha disik kapasitede tutunabildikleri
belirlenmistir.  P.gingivalis’in  hiicrelere adezyon kapasitesini artran en Onemli viriilans
faktorii sahip oldugu adezinleridir [66,91,92,93,94,95].

Hem Marquis ve arkadaglari [96] hem de Aruni ve arkadaglart [91] yaptiklart
cabsmalar sonucunda, P.gingivalis’in agiz epiteli hiicrelerine adezyonu ve invazyonu igin

90 dakikann yeterli oldugunu gostermislerdir.

Kadowaki ve arkadaslann [97] ¢alsmalarmda, P.gingivalis’im san gingival
fibroblast hiicrelerine 6 saatte etkin bir sekide tutundugunu gozlemlemistir. Palm ve
arkadaslar1 [66] ise calsmalarinda, P.gingivalis’in insan gingival fibroblast hiicrelerine 1
saatte etkin bir sekilde tutundugunu, 6 saatte ise invaze oldugunu belirtmislerdir.

Bu ¢alsmada da benzer olarak P.gingivalis’im 90 dakikalk inkiibasyondan sonra
etkin olarak insan gingival fibroblast hiicrelerine tutundugu belirlenmistir.

S.mutans ve L.rhamnosus’un hiicrelere 1.5, 4 ve 6 saat sonunda adezyon
kapasiteleri degerlendirilmis ve inkiibasyon siiresi arttk¢a tutunma sayilarmm istatistiksel
anlamda arttigi belirlenmistir. Buna karsiik, P.gingivalis’in inkiibbasyon siiresine gore
adezyon kapasitesinde istatistiksel anlamda bir fark bulunmamistir.

Inkiibasyon siiresi arttikga, S.mutans ve L.rhamnosus’'un hiicrelere tutunma
sayllarmda da artig belirlenmistir. Buna karsilk, P.gingivalis’in inkiibasyon siiresine bagh
olarak tutunma sayisinda istatistiksel olarak anlamh bir  artiy bulunmanustr. Bunun
nedeni, P.gingivalis’m belli bir inkiibasyon siiresinden sonra sahip oldugu enzimler
yardimiyla hiicre igcme girmesinden dolayr tutunan bakteri saylarmda azalma olmasi
olabilir. Bu c¢ahsmada bakterilerin hiicrelere adezyon yetenekleri incelenmistir. Bu nedenle
hiicre i¢ine giren P.gingivalis saylamadigndan bakteri adezyonunda artis gOriilmemis
olabilecegi kanaatine varimustir.

L.rhamnosus ve P.gingivalis birlikte hiicrelerle inkiibe edildiklerinde, hiicrelere
tutunan L.rhamnosus sayiari zamana gore degismemistir. L.rhamnosus ve P.gingivalis
birlikte hiicrelerle inkiibe edildiklerinde tutunan P.gingivalis saysmm 90. dakikadan 4.
saate kadar arttig, 6. saatte ise hem 90. dakikaya gore hem de 4. saate gore Onemli
derecede azaldigi belirlenmisti. Bu azalism nedeni L.rhamnosus’un hiicre yiizeyine etkin
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olarak adezyonunun ancak 6 saatlik inkiibbasyon sonunda ger¢eklesmesi ile P.gingivalis’in

adezyonunu engellemis olmasidr. Bunun yamsra 6 saatlk mkiibasyon siiresi sonunda
P.gingivalis’in hiicre i¢ine girmesi de olabilir. Palm ve arkadaslar1 [66] da ¢alismalarinda,
P.gingivalis’in 6 saatte etkin bir sekilde hiicrelere tutundugunu ve fibroblastlara invaze
oldugunu belirlemiglerdir.

S.mutans ve L.rhamnosus, insan gingival fibroblast hiicreleri ile birlikte inkiibe

edildikleri zaman hiicrelere tutunan S.mutans sayismm 90. dakikadan 4. saate kadar arttig

ve bu artism istatistiksel olarak anlamh oldugu belirlenmistir S.mutans ve L.rhamnosus,
hiicre kiiltiiriinde birlikte iken tutunan L.rhamnosus sayismm 90. dakikadan 4. saate kadar
anlamh bir sekilde arttig, 4. saatten 6. saate kadar ise istatistiksel olarak anlamh bir sekilde
azaldigi belirlenmistir. Bunun nedeni, L.rhamnosus’un hiicrelere etkin tutunmasmi 6.saatte
gergeklestiricken, S.mutans’m  sekerleri  kullanarak — polisakkaritleri  iretmesi  ve  oral
ylizeylere adezyon yetenegini artrmasi nedeni ile 4.saatte hiicrelere etkin bir sekilde
tutunabilmesi  olabilir [84]. Bu c¢ahsmada hiicre kiiltirii ile birlikte inkiibe edilen
L.rhamnosus ve S.mutans’m adezyon Ozellikleri mikroskobik olarak degerlendirildiginde,
6.saat sonunda L.rhamnosus’'un konak hiicreden ziyade S.mutans’a tutunduklar ve

koagregasyon yaptiklar1 belirlenmistir.

S.mutans, L.rhamnosus ve P.gingivalis bakterileri aym anda aym hiicre kiiltiiriinde
iken, S.mutans’m hiicrelere tutunma sayismin  gegen inkiibasyon siiresine  gore
degismedigi, sabit kaldig belirflenmistir. L.rhamnosus Saysmmn da gegen zamana gore
degismedigi gorilmistir. P.gingivalis’in tutunma sayismn 90. dakikadan 4. saate kadar
arttig, 6. saatte ise 90. dakikadaki sayiya diistiigii ve bu sayillardaki degisimin istatistiksel
olarak anlamh oldugu belirlenmistir. Bu c¢alisma sonuglari, oral ekosistemde birlikte
bulunan  bakterilerin ~ birbirleri ile oral hiicreler {izerindeki etki ve dinamiklerini

farkhlagtiracak sekilde etkilestiklerini gostermektedir.

S.mutans, L.rhamnosus ve P.gingivalis, insan gingival fibroblast hiicre kiiltiirii ile
birlikte inkiibe edildiklerinde, L.rhamnosus’un hiicrelere tutunma Sayismm, tek basma iken
tutunma sayismdan daha disik oldugu goriilmiistiir. Diger bakteriler daha erken tutundugu
icin L.rhamnosus’un hiicre yiizeyine tutunmak yerine koagregasyon yaparak S.mutans
suslarma tutundugu izlenmistir. Aym zamanda, hiicrelere tutunan P.gingivalis suslarmmn
etrafinda da kiimelestikleri goriimiistiir.
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Hawrelak ve arkadaslart [76], antibiyotk verilen hastalarm bir kismma
L.rhamnosus preperatt vererek antbiyotige bagh ishale yakalanma skhgma bu
probiyotigin etkisini incelemiglerdir. Bu konuda yaptiklart 6 farkh c¢alismada L.rhamnosus
verilen hastalarda genel olarak plasebo grubuna gore antibiyotik-iliskili diyare insidansmin
azaldigm belirlemiglerdir. Bu ¢ahsmalardan dordiinde L.rhamnosus’un antibiyotik-iliskili
diyare insidansm anlamh olarak azaltigmi saptamuslardr. Bir ¢alismada L.rhamnosus
verilen hastalarda goriilen diyarenin devam ettigi giin sayisini azalttigini belirflemislerdir.

L.rhamnosus’un gastrointestinal sistem hastalklarma kars1 kullamldigm gosteren
calbsmalar bulunmasma ragmen, agiz bakterilerine karsit kullanddigm gosteren kapsamh
bir ¢calisma bulunmamustir.



61
6. SONUC

Bu c¢ahsmada probiyotik bir bakteri olan Lactobacillus rhamnosus’un, agz
florasmda kommensal olarak bulunan Streptococcus mutans ile patojen bir bakteri olan
Porphyromonas gingivalis’in insan gingival fibroblast hiicrelerine adezyon kapasiteleri
lizerine etkisi arastrilmustr.  Bakterilerin - adezyon yeteneklerini ve  Lactobacillus
rhamnosus’un  buna  olumlu  bir etkisinn  olup  olmadigm  degerlendirdigimiz

cahsmamizdan elde ettiimiz sonuglara gore;

1. Lactobacillus rhamnosus’un dis c¢iiriiklerine sebep olan bakterilerin basmda gelen
Streptococcus mutans’m insan  gingival fibroblast hiicrelerine adezyon yetenegini
etkilemedigi  gorlimiistir. Bu sebeple probiyotik bir bakteri olan Lactobacillus
rhamnosus’un karyojeniteyi istatistiksel olarak anlamh Olglide azaltict bir etkisinin

olmadig1 sonucuna varilmustir.

2. Lactobacillus rhamnosus™un kronik periodontitis etyolojisinden  sorumlu tutulan
bakteriler arasmda yer alan anaerob patojen bir bakteri olan Porphyromonas gingivalis’in
msan gingival fibroblast hiicrelerine adezyon yetenegini istatistiksel olarak anlamh Olgiide
azalttig belirlenmistir. Buna gore, L.rhamnosus’un kronik periodontitis etkenlerinden biri

olan P.gingivalis’e kars1 inhibe edici bir etkisi oldugu sonucuna varimustir.

Bu probiyotikk bakternin klnikte faydalamlacak agz icinde kullamlan bir {iriin
haline getirilmesi i¢in ileriki ¢ahgmalara ihtiyag duyulmaktadw. Bu bakterinin proflaktik ve
tedavi amagh kullanilan bir {iriin olabilecegi diistiniilmektedir.
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