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OZET
AGIZ MIKROFLORASINDAKI LAKTIK ASIT BAKTERILERININ
PROBIYOTIiK OZELLIGININ ARASTIRILMASI
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Biyoloji Anabilim Dal1

Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Temmuz 2018

Danigsman: Prof. Dr. Merih KIVANC
fkinci Danisman: Prof. Dr. Belma DURUPINAR

Dis ¢iirlimeleri ve dis eti hastaliklar tiim diinyada insanlarda en sik rastlanan agiz
sagligr hastaliklaridir. Laktobasillerin agiz mikroflorasindaki patojen bakterilerle
tutunma yiizeyi icin rekabete girmeleri ve iirettikleri maddelerle onlart inhibe etmeleri
dolayisiyla agiz probiyotigi olarak kullanilabilme olasiliklari, agiz ve dis saghg
agisindan umut verici bir alternatif olusturmaktadir.

Agiz ve dis saghig iizerindeki olumlu etkileri nedeniyle bu ¢aligmada tiikiiriikten
elde edilen laktobasillerin probiyotik 6zelligi degerlendirilmis ve agiz ve dis sagliginin
korunmasina katki saglayacak probiyotik laktobasillerin se¢imi hedeflenmistir. Bu
amagcla 15-18 yas arasi bireylerden alinan tiikiiriik 6rneklerinden izole edilen laktik asit
bakterilerinin agiz probiyotigi olarak kullanilabilirligi incelenmistir. Probiyotik
Ozellikleri belirlemek icin yapilan testler sonucu segilen izolatlarin, gercek dis
yiizeyinde mutants stretokoklara karsi1 rekabeti incelenmistir. Izolatlarm tamam
Streptococcus mutans’a karsi inhibisyon gostermistir. Ayrica 13L1B, 14L1, 14LI1B,
28LBX izolatlarinin varlig1 dis yiizeyine S. mutans’in tutunma miktarin1 azaltmistir. Bu
izolatlarn S. mutans kaynakli hastaliklar1 Onlemede agiz probiyotigi olarak
kullanilabilmeleri agisindan sonuglar umut vericidir. Konuyla ilgili detayli caligmalara

ithtiyag vardir.

Anahtar Sozciikler: Probiyotik, dis ¢lirigii, Lactobacillus, Streptococcus mutans



ABSTRACT

INVESTIGATION OF PROBIOTIC PROPERTIES OF LACTIC ACID
BACTERIA IN ORAL MICROFLORA

Bahar UYAR
Biology Program
Anadolu University, Graduate School of Sciences, July 2018

Supervisor: Prof. Dr. Merih KIVANC
Co-Supervisor: Prof. Dr. Belma DURUPINAR

Tooth decay and gum disease are the most common oral health diseases in
humans all over the world. Lactobacillus oral microflora is a promising alternative to
mouth and dental hygiene possibilities for recruitment for pathogenic bacteria adhesion
surfaces and inhibition of the substances they produce and thus their use as oral
probiotics.

Due to the positive effects on oral and dental health, the probiotic properties of
lactobacilli obtained from saliva were evaluated in this study and the selection of
probiotic lactobacilli to contribute to the protection of oral and dental health was aimed.
For this purpose, the availability of lactic acid bacteria isolated from saliva samples
from 15-18 year olds as oral probiotics has been investigated. Tests to determine
probiotic properties have examined the competition of the selected isolates against
Streptococcus mutans at the real tooth surface. All of the isolates showed inhibition
against S.mutans. In addition, In addition, the presence of isolates 13L1B, 14L1,
14L1B, and 28LBX reduced the amount of S. mutans attaching to the tooth surface. The
results are promising in that these isolates can be used as oral probiotics in the

prevention of S. mutans-borne diseases. Detailed work on the subject is needed.

Keywords: Probiotic, tooth decay, Lactobacillus, Streptococcus mutans
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama, analiz
ve bilgilerin sunumu olmak iizere tim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynak¢ada yer verdigimi; bu c¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi’yla tarandigmi ve
hicbir sekilde “intihal i¢ermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢caligmamla
ilgili yaptigim bu beyana aykirt bir durumun saptanmasi: durumunda, ortaya cikacak

tiim ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.
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1.GIRIS

Dis ciirtikleri ve dis eti hastaliklar1 tiim diinyada insanlarda en sik rastlanan agiz
saglig1 hastaliklaridir. Flor ve diger koruyucu faktorler bu hastaliklarda azalmayi
saglasa da enfeksiyonu kontrol etme yetenegi smirli kalmaktadir. Patojenlerle
savasmada siklikla tercih edilen antibiyotik kullanimi ise, patojenlerin antibiyotik
direnci gelistirmesine neden olarak antibiyotiklerin baska rahatsizliklarda kullanimini
etkisiz hale getirmektedir. Ayrica antibiyotikler patojen mikroorganizmalarla birlikte
yararli mikroorganizmalari1 da yok ettiginden viicuttaki mikrobiyal dengeyi bozarak yeni
hastaliklarin gelisimine zemin hazirlamaktadir. Bu sebeplerden dolay1 yeni bir yaklasim
olan bakteriyal ekolojinin degistirilmesine yonelik ¢alismalar tizerindeki ilgi artmaya
baslamistir. Bu baglamda probiyotik kiiltiirlerin kullanilabilirligi ucuz, dogal ve kolay

elde edilebilir ajanlar olarak bu yonteme olan talebi artirmistir.

Probiyotikler, uygun miktarlarda alindiginda, konakg1 sagligina faydali etkileri
olan canli mikroorganizmalar olarak tanimlanabilmektedir. Probiyotik olarak en yaygin
sekilde kullanilan bakteriler laktobasiller ve bifidobakterlerdir. Laktik asit
bakterilerinden olan laktobasiller, fermente gidalarda, fermente olmayan gidalarda ve
insan mikrobiotasinda siklikla yer alan bakterilerdir. Bu bakterilerin genellikle giivenli
olarak tanimlanmalar1 ve saglik agisindan yararli etkileri bulunan probiyotik role sahip
olmalari, tiiketim igin tercih edilmelerini saglamaktadir. Laktobasiller, karbonhidrat
fermentasyonu sonucunda organik asitler iiretebilmekte ve bu asitler ekolojik pH’1
diisiirmekte, boylece ayn1 ortamda bulunun mikroorganizmalar ile olan etkilesim de
degismektedir.

Dis ciirtigii; kalsifiye dokularin yikimi ve lokalize ¢oziinmesiyle sonuglanan
dislerin mikrobiyolojik enfeksiydz hastaligidir. Dis ciiriikleri; bireysel faktorlerin
(genetik yapi, beslenme aligkanliklari, agiz bakimi, yas, irk vb.), agiz mikrobiotasinin ve
cevresel faktorlerin (pH, oksijen diizeyi gibi) karmasik etkilesimlerinin bir sonucudur.
Ag1z ekolojisi bozulursa potansiyel patojenler rekabet iistiinliigli kazanarak hastalik
olusturabilmektedir. Laktobasillerin ag1z mikrobiotasindaki patojen bakterilerle tutunma
yiizeyi i¢in rekabete girmeleri ve {rettikleri maddelerle onlari inhibe etmeleri
dolayisiyla agiz probiyotigi olarak kullanilabilme olasiliklari, agiz ve dis saghg
acisindan umut verici bir alternatif olusturmaktadir.

Dis hastaliklarinin tedavisinde probiyotik kiiltirlerin kullanilabilirligi ile ilgili

caligmalar son on yilda giderek artmistir. Giiniimiizde Amerika, Kanada gibi bazi
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tilkelerde tretilen oral probiyotikleri iceren sakiz, pastil, dis macunu, gargara, tablet,
kapsiil gibi iiriinler marketlerde insanlarmn kullanimina sunulmustur. Ulkemizde de ithal
edilen bu friinleri piyasada bulmak mimkiindiir. Ancak, konuyla ilgili olarak
Tirkiye’de liretilen bakanlik onayli herhangi bir iirlin heniiz bulunmamaktadir.

Bu caligmada, tiikiiriikten izole edilen laktobasillerin probiyotik 6zelligi
degerlendirilerek agiz ve dis saglhiginin korunmasina katki saglayacak probiyotik

laktobasillerin se¢imi hedeflenmistir.



2. KAYNAK BILGISi
2.1. Oral Mikrobiota

Viicudun disa agilan kapisi olan agiz, ¢ok ¢esitli mikro ¢evreler icermesi sebebiyle
cok cgesitli mikroorganizmalar igerir. Agizin yapisina bakildiginda dil, damak, yanak,
dudaklar gbi yumusak ve degisebilen dokular igermesinin yaninda disler gibi sert ve
degismeyen dokular1 da igerir. Ayrica ylizeyleri yikayan tiikiirik ve dis eti oluk sivisi
(DOS)’nin varhigi ozellikleriyle agiz essiz bir yapidir. Agizdaki biyolojik yapilarin
burada yasayan mikroorganizmalara sundugu kosullara agiz ekolojisi denir (Aas ve ark.,

2005).

A1z boslugunda yaklasik olarak 700 bakteri tiirii tanimlanmistir. Bunlarin 400
kadar1 subgingival (dis etinin altinda kalan dis eti oluklar1 ya da periodontal cepler)
orneklerden tanimlanmistir. Geri kalan 300’1 dil, agiz mukoza membranlari, ¢liriikk
lezyonlar1 ve endodontik enfeksiyonlar gibi diger agiz bolgelerinden tanimlanmiglardir.
Heniiz kiiltiir edilmemis mikroorganizmalarin bazilarinin metanojenik arkaeanin oldugu
saptanmistir. Herhangi bir kiginin, bu 700 tiirin yaklagik 100-200’{ine sahip oldugu
distintilmektedir (Paster ve ark., 2001; Aas ve ark., 2005; Socransky ve Haffajee,
2005). Cok temiz olmayan bir agizda bir disteki bakteri sayis1 100 milyon - 1 milyar
arasindadir (Moore ve Moore, 2000) .

Agizdaki endojen mikrobiota kommensal bakterilerden, az sayidaki mayalardan
ve ¢evre kendilerine uygun olarak degistiginde endojen mikrobiotaya dahil olabilen ek
mikrobiota  olarak  tamimlanan tirlerden olusur. Cizelge 2.1’de  bazi
mikroorganizmalarinin agiz igindeki dagilimi Socransky ve Haffajee (2005)’e gore
verilmistir.

Bakterilerin agiz boslugunda hayatta kalabilmesi i¢in agizdaki ylizeylere
tutunmasi gerekmektedir (Jenkinson ve Lamont, 1997; Berkowitz, 2003; Pradeep ve
ark., 2014). Dokulara tutunamayan bakteriler ne kadar patojen olursa olsunlar
enfeksiyon yapamazlar. Pek c¢ok bakterinin agizdaki yumusak ve sert yiizeylere
tutunabilmesi yiizey reseptorleriyle, kapsiille veya pilileri vasitasiyla olur. Bakterilerin
cogu tikiiriikle beraber hizla yutulur. Diger bazilar1 agiz yiizeylerine sadece gecici
olarak kolonizasyon gosterirler (Kononen, 2000).

Ag1z mikrobiotasinin ilk olusumu, yeni doganin annenin dogum kanalindan ¢ikisi

sirasinda vajinal mikrobiotadaki bakterileri almasiyla baslar. Sezeryan dogumlarda ise



deri mikrobiotas1 ve cerrahi bulasla agiz mikrobiotas: sekillenir. Ik disin ¢ikmasindan
itibaren agiz i¢inde oksijenin giremedigi bolgeler olusmaya baslar. Dis eti cebi gibi
oksijenin temas edemedigi bu kisimlar anaerop bakterilerin yerlesmesi i¢in ortam
saglar. Tiikiiriikteki mikroorganizmalarin ¢ogu anaerobiktir. Oral mikrobiotanin ¢ogu
anne, baba veya kardeslerden tiikiiriik yoluyla dikey bulagsma yoluyla elde edilir
(Berkowitz ve ark., 1981; Kononen, 2000). Agizdaki mikroorganizmalarin sayisi ve
cesitliligi yasamin ilk birka¢ ayinda artar. Alt1 aylikken dislerin ¢ikmaya baslamasi, agiz
boslugunda bir dizi yeni tutunma yiizeyi olusturur. Yasamin ilk yilinda agizda
Streptococci ve Actinomyces, Fusobacterium, Neisseria, Prevotella, Veillonella ve
Lactobacillus cinslerinin tiyeleri siklikla bulunmaktadir (Kolenbrander ve ark., 2010).
Agizda rastlanan tek mantar, dogal mikrobiotanin iiyesi olup olmadigi tartismali olan
Candida’dir. Yasla birlikte ¢iiriik olusumuna neden olan Streptococcus mutans ve
Streptococcus sobrinus'un da sayis1 artmaktadir (Soderling ve ark., 2001).

Kommensal tiirler, ¢evredeki degisikliklere ve kisinin agiz hijyenine bagli olarak
zararli ya da yararl olabilir (Ruby ve Goldner, 2007).

Agizda bulunan mikroorganizmalarin ¢ogu, biyofilm olarak adlandirilan bir
yiizeye yapisik mikroorganizma topluluklarina aittir (Avila ve ark., 2009). Biyofilmler,
mikroorganizma tarafindan  olusturulan, bir ylizeye yapismayr saglayan,
mikroorganizmalarin i¢ine gomiilii olarak yasadigi jelsi ekstraseliiler polimerik matriks
olarak tanimlanmaktadir (Leone ve ark., 2006) Biyofilmler tek bir mikroorganizma
tiiriinden olugabilecegi gibi birden fazla mikroorganizma tiirtinden de olusturulabilirler.
Yiizeye tutunmayr basaran bakteriler cogalarak biyofilm tabakasini olustururlar. Bu
bakteriler organize olarak tabaka seklinde biyofilm olustururlarsa dis plagi olusur
(Bknz. 2.1.5). Agizda gevresel degisimler oldugunda bile biyofilm nispeten sabit kalir.
Agiz ve dis hastaliklarinin biiyiik c¢ogunlugu agiz biyofilmlerindeki dengenin
bozulmasindan kaynaklanir (Kolenbrander ve Palmer, 2004; Foster ve Pan, 2004).
Endojen mikrobiotanin faydali faaliyetlerinden biri de patojenlerin neden oldugu
enfeksiyonlardan korunmay1 saglamaktir. Bu o6zellik “kolonizasyon direnci” olarak
adlandirilir.  Eksojen mikroorganizmalar ig¢in istenmeyen ¢evresel sartlarin
olusturulmasi, inhibitér maddelerin iiretilmesi, tutunma bdélgeleri ve besinler igin
rekabete girme gibi faktorler kolonizasyon direnciyle ilgili mekanizmalardir (Liljemark

ve Bloomquist, 1996).



Cizelge 2.1. Bazi agiz mikroorganizmalarimin agiz i¢indeki dagilimi (Socransky ve Haffajee, 2005)

(semboller: +: nadiren; +:az,; ++ : orta, +++:¢ok)

Mikroorganizma Tiikiiriik Dil Supragingi | Shgingival
val plak plak
Gram pozitif
Streptococcus salivarius +++ +++ + veya + +
Streptococcus sanguis ++ ++ +++ +
Streptococcus mitis ++ ++ ++ ++
Streptococcus mutans + + ++veya +++ | £ veya +
Lactobacillus sp + + + + veya +
Actinomyces sp + + ++ veya +++ | ++
Peptostreptococcus sp + veya + + veya + + +
Treponema sp + + veya + + + veya +
Gram negatif
Capnocytophaga sp + + + veya + + veya +
Neisseria sp ++ ++ + +
Veillonella sp ++ ++ + veya ++ +veya ++
Fusobacterium sp + + + +veya ++
Provetella melaninogenica + + veya ++ + veya + + veya +
Porpyromonas gingivalis + veya + + veya + + veya + + veya +
Actinobacillus + veya + + veya + + veya+ + veya +
actinomycetemcomitans

2.1.1. Oral mikrobiotanin 6nemi

Ag1z mikroorganizmalar: bireyin genel sagligiyla yakindan iligkilidir. Son yillarda
periodontal hastaliklarla ilgili patojenlerin; kardiyovaskiiler hastalik, inme, prematiire
ya da disiik kilo agirlikli bebekler, iist solunum yolu infeksiyonlari, diyabet ve
sismanlik, romatoid artrit, renal hastaliklar gibi sistemik durumlarla iliskili oldugunu
gosterilmistir ( Marsh ve Martin, 1999).

Ag1z mikroorganizmalari agiz hijyen islemleri, dis tedavi islemleri, yaralanmalar
ya da agiz yumusak doku enfeksiyonlart ile genel dolasima girebildikleri gibi gerek
agizda gerek siirekli yutularak ulastiklar1 bagirsaklarda lokal immun sistem tarafindan
yonlendirilerek ve taginarak da genel sisteme girebilmektedir. Agiz bakterileri kan ya da
diger doku sivilarina girdiginde agiz boslugundaki dinamiklerden farkli bir ¢evre ile

karsilagsmaktadir. Agiz bakterilerinde gen ifadesi; sicaklik, pH, iyon konsantrasyonu,



¢oziinen madde konsantrasyonu, oksijen diizeyi ve metabolik substratlar gibi bir¢ok
cevresel stresle yeniden diizenlenebilmektedir (Camp ve ark., 2006). Bu diizenlemelerle
sistemik dolasimdaki bir agiz streptekokunun trombositojenitesi, enfektif endokarditte
kalp kapaklarinda enfeksiyon ve lezyon olusumunu kolaylastirmaktadir (Mayo ve ark.,
1995). Agiz streptokoklarindan Streptococcus gordonii’nin msrA (metionin sulfoksid
rediiktaz enzimi kodlayan gen) ifadesi pH 6,2’den 7,3’e yiikseldiginde artar. Metionin
stilfoksit rediiktaz, bakteriyi oksidatif zarardan koruyarak {iremesini artirmaktadir.
Enfektif endokarditte msrA ifadesindeki artis, g¢evresel pH’nmin asitten alkaliye
kaymastyla uyumludur (Vriesema, 2000; Camp ve ark., 2006).

2.1.2. Oral mikrobiotay1 kontrol eden faktorler

Agiz boslugundaki mikrobiyal ekoloji, fizikokimyasal (sicaklik, pH, yiizey vDb.)
faktorlerden, konukeu ile ilgili faktorlerden (genetik yapi, beslenme aligkanligi, sigara
kullanimi, kullanilan ilaglar, agiz bakimi, vb.) ve bakterilerin birbirleriyle iligkilerinden
etkilenmektedir (Marcotte ve Lavoie, 1998; Socransky ve Haffajee, 2005). Agizin
stirekli olarak tiikiiriikle yikanmasi agiz ekolojisini etkilemektedir. Tiikiiriik pH’s1 6,75 -
7,25 arasindadir ve mikroorganizmalarin ¢ogu gelisebilmek i¢in bu pH degerlerini
tercih etmektedir. (Marsh, 2003). Diger taraftan tiikiiriik, mikroorganizmalarin besin
kaynagi olan artik maddelerin uzaklagmasina neden olmakta ve mikoorganizmalar1 bir
taraftan diger tarafa tasiyarak biiylik cogunlugunu oral ylizeylerden uzaklastirmaktadir.
Tiikiiriik; sekretor immunoglobulin A (sIgA), musinler, lizozim, peroksidazlar,
laktoferrin gibi bazi savunma faktorleri de igermektedir. Bununla beraber tiikiiriik
genellikle diseti oluguna ulasmay1 basaramaz. Dis eti olugu, serumdan tiirevlenen diseti
olugu sivis1 (DOS) tarafindan kontrol edilir. DOS igeriginde immunoglobulinler (IgG,
IgM, IgA), l6kositler, antimikrobiyal maddeler mevcuttur. Diseti olugundan agiza
stirekli akan sivi olan DOS, bakteri gelisimi i¢in uygun besin maddelerini de ihtiva
etmektedir ancak herhangi bir yere tutunamayan bakterilerin uzaklastirilmasina neden
olur (Koll ve ark., 2008).

Ag1z mikrobiotasinin homeostazisini etkileyen faktorlerden biri de sinerjistik ve
antagonistik bakteriyal etkilesimlerdir. Sinerjistik etkilesimler arasinda koagregasyonun
oral ylizeydeki bakterilerin tutunmasmi etkilemesi ve fakiiltatif aeroblarin oksijen
kullanarak (oksijen miktarin1 azaltarak) anaerob bakterilerin kolonizasyonuna olanak

saglamas1 ve farkli bakteri tiirlerinin birbirlerine besin temin etmesi sayilabilir.
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Antagonistik etkilesim olarak; reseptorlere tutunma icin rekabet etme ve inhibitor
madde tretimi sayilabilir. Laktobasillerin ve aktinomisetlerin gesitli organik asitleri
tiretmesiyle periodontal patojenlerin inhibisyonu rapor edilmistir (Sookkhee ve ark.,
2001; Doran ve ark., 2004).

Agiz hijyeni, beslenme aligkanliklari, antimikrobiyal faktorler gibi dis kaynakli
faktorler de mikrobiyal ekoloji agisindan 6nemli etkiye sahiptir. Fircalama gibi mekanik
yollarla plagin ortadan kaldirilmasinin dis giiriiklerinin ve periodontal hastaliklarin
onlenmesinde etkili oldugu rapor edilmistir. Sekerli besinlerin sik tiiketilmesinin de dis
plagt olusumunu etkileyerek dis ¢iirigii riskini artirdigi gosterilmistir. Farkl
enfeksiyonlarin tedavilerinde kullanilan antibiyotikler ise agiz bosluguna tiikiiriik ve
DOS vasitasiyla girebilir, bu durum da oral mikrobiotanin dengesinin bozulmasina
sebep olur (Marsh ve Martin, 1999).

2.1.3. Tukiiriikk mikrobiotasi

Tiikiiriigiin -~ mililitresinde 108 koloni olusturan birim (kob)’den fazla
mikroorganizma bulunsa da bu say1r kendisine ait olmayip kaynagim dislerden, agiz
mukozasindan ve Ozellikle dil sirtindan almaktadir. Veillonella parvula, Provetella,
Melaninogenica ve Actinomyces tiirleri, Streptococcus, Lactobacillus, Fusobacterium,
Capnocytophaga ve Neisseria tiikiiriikte siklikla bulunan mikroorganizmalardandir
(Mager, 2003; Socransky ve Haffajee, 2005). Agiz mukozasinda bulunan

mikroorganizmalar ve dil sirtindaki mikroorganizmalar boliim 2.1.4° te verilmistir.

2.1.4. Mukozal mikrobiota

Dudaklarin i¢ mukozasi, yanaklar, damak, dil, agizin tabam1 ve dis etlerinde
baskin olarak birka¢ mikroroganizma tiirii bulunur. Agirlikli olarak dudaklarin ig
kisminda, stafilokoklar, mikrokoklar, gram pozitif basiller (6rn, Corynobacterium ve
Propionobacterium), streptokoklar ve ¢ok sayida anaerobik gram negatif tiirleri
bulunur. Streptokoklar dudak, yanak ve damakta Streptococcus vestibularis,
Streptococcus oralis, Streptococcus mitis ve Streptococcus constellatus tiirleriyle
baskinlik gdstermektedir (Marsh, 1999; Mager, 2003). Bunlarin yani sira bu bdlgeden
Actinomyces, Neiseria, Haemophylus, Capnocytophaga, Veillonella, Eubacterium,

Lactobacillus, Fusobacterium, Prevotella ve Candida grubu da izole edilmistir. Yanak



ve damak epitelindeki mikroorganizma konsantrasyonu her epitel hiicresinde 5-25
bakteri olarak tahmin edilmektedir.

Ag1z i¢ginde bakteri yogunlugu en fazla olan bdlge dil sirtidir. Papillar bolgedeki
her epitel hiicrede yaklasik olarak 100 bakteri bulundugu tahmin edilmektedir. Diger
mukozal yiizeylerde Streptococcus salivarius istiinligiiyle streptokoklar baskindir.
Bununla birlikte saglikli yetiskin bireylerde dilin lateral ve dorsal ylizeylerinde yliksek
oranlarda V. parvula, P. melninogenica, Eikenella corrodens, Neisseria mucosa,
Actinomyces odontolyticus, Fusobacterium periodonticum, Fusobacterium nucleatum
ssp, ve P. gingivalis tanimlanmistir. Dilden izole edilen diger mikroorganizmalar
Peptostreptococcus, Eubacterium, Lactobacillus, Haemophilus, Capnocytophaga,
Gemella, Rithia, Selenomonas, Campylobacter, Bacteroides ve Treponema tiirleridir
(Taner ve ark., 2002; Mager ve ark., 2003; Kazor ve ark., 2003).

2.1.5. Dis plag1

Dis plagi, dis lizerinde polisakkaritler, proteinler, niikleikasitler, fosfolipitler ve
suyun olusturdugu matrikste gédmiilii olan, dis yiizeyinde bulunan mikrobiyal komiinite
kompleksi i¢in kullanilan genel bir terimdir. Dis plagi tercihen iki dis arasindaki
bolgede, kapali yilizeylerin yarik ve c¢ukurlarinda ve subgingival bdlge gibi mekanik
strtinmeden korunan yiizeylerde gelisir. Dis plagi, belli oranda bakterinin diizenli
kolonizasyonunu gerektiren bir olusumdur. Dis temizligini takiben ince bir film tabakasi
olusur. Dis ylizeylerini Orten bu ince tabaka plak olusturacak mikroorganizmalar
tarafindan taninan reseptorlerin kaynagidir. Bu reseptorler musinler, aglutininler,
prolince zengin proteinler, staterin gibi fosfattan zengin proteinler ve alfa amilaz gibi
enzimleri igerir. Streptokoklar 6zellikle S. mitis grubu ve Actinomyces tiirleri bu
reseptorlere baglanarak koloni olusumunu baslatirlar (Kolenbrander ve ark., 2002).

Plakta bulunan mikroorganizmalarin ¢ogu anaerobik mikroorganizmalardir. Bu
anaerop  bakterilerin arasinda  Veillonella, Actinomyces, peptostreptokoklar,
bakteroidesler ve fusobakterler sayilabilir. Diger mikroorganizmalar ise streptokoklar,
difteroidler ve laktobasillerdir.

Dis plag1 yaslandikca agizda bulunan kalsiyum tuzlar plak yilizeyinde ¢okerek dis

taglarini olusturur.



2.1.6. Ciiriik mikrobiyolojisi

Dis ciirtigli; kalsifiye dokularin yikimi ve lokalize ¢dziinmesiyle sonuglanan
dislerin mikrobiyolojik enfeksiyoz hastaligidir. Genel mekanizma asitlerin mineyi
¢oziindiirmesi seklindedir. Dis ciirigline neden olan bakterilere kariyojenik bakteri
denir. Kariyojenik bakteriler aym1 zamanda disin enfeksiyonu sonucu hastaligin
ilerlemesine de sebep olurlar. Ciiriik lezyonlari, asidik ortam olusturabilme yetenegi
olan ¢ok sayida bakterinin dis yapisini demineralize etmesiyle olusur. Ciiriik ve diseti
hastaliklar1 gibi iki 6nemli agiz hastaligindan oncelikli olarak sorumlu olan iki bakteri
grubu S. mutans serotipleri (Serotip a: S. cricetus, Serotip b: S. rattus, Serotip c: S.
ferus, ve Serotip d, g, ve h: S. sobrinus) ve belli Lactobacillus tiirleridir. Biitiin S.
mutans serotipleri ¢iiriglin 6nemli potansiyel sebebi olarak gosterilir. S. mutans ve
Lactobacillus biiyiilk miktarda asit iretebilirler (asidojenik), asidik cevreyi tolere
edebilirler (asidiirik), siikroz tarafindan giiclii bir sekilde uyarilirlar ve insanda c¢iiriikle
iliskili olan baslica organizmalar gibi goriiliirler (Roberson ve ark., 2010).

S. mutans, insanlarda pandemik bir enfeksiyon olarak mevcuttur; yani 1k, etnik
koken veya cografik durum goz Oniine alinmaksizin herkeste bulunur. Normalde, S.
mutans agiz mikrobiotasinin dnemsiz, kiiclik bir bileseni olarak agizda bulunur. Cok
sayida aktif ¢iiriik lezyonu olan hastalarda ise, plak mikrobiotasinin baskin bir iyesi
haline gelmistir. S. mutans siklikla ¢liriigiin baslamasiyla iliskilendirilir. Lactobacillus’
lar ise Onceden olusmus bir cliriigiin ilerlemesiyle iliskilendirilir (Roberson ve ark.,

2010).

2.2. Probiyotikler

Probiyotikler, Diinya Saglik Orgiiti'ne gore, uygun miktarlarda alindiginda,
konak¢i sagligma faydali etkileri olan canli mikroorganizmalar olarak
tanimlanabilmektedir. (Giiltekin, 2004). Probiyotik terimi, “pro” ve “biota”
kelimelerinden tiiretilmis olup ”yasamsal, canli i¢in” anlamini tasimaktadir. Antibiyotik
teriminin anlamca karsiti olup, patojen bakterilerin kontrolii i¢in patojen olmayanlarin
kullanilmast anlamina gelmektedir. Probiyotiklere “biyoteropatik ajanlar” da
denilmektedir (Reid ve ark., 2003; Hill ve Guarner, 2004; Parvez ve ark., 2006).

Probiyotik kavramini ilk defa one siiren 1908’de Nobel 6diilii almis olan

Elie Matchnikoff, insan viicudunda bulunan zararsiz canli bakterilerin konake¢1 igin

yararli etkilerinin olabilecegine dikkat ¢ekmistir (Dugas, 1999). Metchnikoff, barsak
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bakterilerinin protein hidrolizi sonucu olusturdugu amonyak, aminler ve indol gibi
maddelerin konakta otointoksikasyona neden oldugunu ve enerjisini protein hidrolizi
yerine karbonhidrat fermantasyonundan saglayan laktik asit bakterilerinin kullaniminin
faydali sonuglar verdigini bildirmistir. Ancak, bilimsel olarak bu organizmalarin
tanimlanmas1 yirminci yiizyilin baglarinda miimkiin olmustur. Probiyotik kavrami ilk
defa 1965 yilinda Lilly ve Stillwell tarafindan “Bir mikroorganizma tarafindan
salgilanip baska bir mikroorganizmanin biiylimesini destekleyen bilesiklerin™
tanimlanmasinda kullanilmigtir. 1971 yilinda Sperti, bu terimi mikrobiyal iiremeyi
destekleyen doku oziitleri i¢in kullanmistir. Fuller tarafindan 1989 yilinda "konakgi
hayvanin bagirsak dengesini diizelten canli mikrorganizma iceren yem" olarak
tanimlanan probiyotik terimi, 1992 yilinda Havenaar ve Huis in't Veld tarafindan "insan
ve hayvanda yararli mikrobiotanin yararimi artiran tek veya karisik canlh
mikroorganizma kiiltiirii" olarak genisletilmistir. Son olarak 1998 yilinda Guarner ve
Schaafsman tarafindan "saglikli yasamay1 temin etmenin Otesinde belirgin bir saglik
kazancit saglayan belirli sayidaki canli mikroorganizma" olarak tanimlanmistir
(Klaenhammer, 2000).

Probiyotiklerin insan sagligina yararli etkileri arasinda; patojen mikroorganizmalari
ve toksinleri nétralize etmek, barsak gecirgenligini azaltmak ve barsak duvarii zararh
maddelerden korumak, oksidatif hasarlari baskilamak, proteazlar, lipazlar, amilazlar,
disakkaridazlar gibi enzimlerin sentezini artirmak, bazi vitaminleri (K2, B1, B2, B3, B6,
B12, folik asit, biyotin ve pantotenik asit) sentezlemek, norotransmitterlerin (asetilkolin,
serotonin, dopamin, dopamin vb) sentezini yapmak sayilabilir (Berg, 1996).

Bir mikroorganizmanin probiyotik olabilmesi i¢in sagliga yararli oldugu ve
giivenli oldugu bilimsel olarak tespit edilmelidir. Giinlimiize kadar c¢ok sayida
mikroorganizma probiyotik olarak tanimlanmistir. Bunlardan en sik kullanilanlar ise

bifidobakteriler ve laktobasillerdir.

2.2.1. Probiyotik olarak kullamilan mikroorganizmalar

Probiyotikler esas olarak laktik asit bakterileridir. Yogurt yapiminda kullanilan
mikroorganizmalar (Lactobacillus bulgaricus ve Streptococcus thermophilus) disinda
tim laktik asit bakterileri bagirsak mikrobiotast elemanlaridir (Parvez ve ark., 2006 ).

Bir probiyotik iirlin, bu mikroorganizmalardan birini ya da birkacgini i¢erebilmektedir.
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Icerdigi mikroorganizma sayis1 arttikca probiyotigin kullanim alani da genislemektedir.

Probiyotik olarak kullanilan bazi mikroorganizmalar Cizelge 2.2’de verilmistir.

Cizelge 2.2. Probiyotik olarak kullanilan bazi mikroorganizmalar (Salminen, 1998)

Lactobasillus tirleri

Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus cellebiosus
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus lactis
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus reuteri
Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei
Lactobacillus curvatus, Lactobacillus fermentum
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus johnsonii
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus helveticus

Lactobacillus salivarius, Lactobacillus gasseri

Bifidobacterium tiirleri

Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium
breve, Bifidobacterium infantis

Bifidobacterium longum, Bifidobacterium thermophilum

Bacillus tiirleri

Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus lentus

Bacillus licheniformis, Bacillus coagulans

Pediococcus tiirleri

Pediococcus cerevisiae, Pediococcus acidilactici

Pediococcus pentosaceus

Streptococcus tiirleri

Streptococcus cremoris, Streptococcus thermophilus
Streptococcus intermedius, Streptococcus lactics

Streptococcus diacetilactis

Bacteriodes tiirleri

Bacteriodes capillus, Bacteriodes suis

Bacteriodes ruminicola, Bacteriodes amylophilus

Propionibacterium

tirleri

Propionibacterium shermanii,

Propionibacterium freudenreichii

Leuconostoc tirleri

Leuconostoc mesenteroides

Kiifler

Aspergillus niger, Aspergillus oryzae

Mayalar

Saccharomyces cerevisiae, Candida torulopsis

Probiyotik bir mikroorganizmanin tanimi i¢in zorunlu kriterler LABIP (Laktik

Asit Bakteri Endiistriyel Platformu) tarafindan belirlenmistir (Guarner ve Schaafsma,
1998; Gibson ve Fuller, 2000; Ewaschuk ve Dieleman, 2006).

Buna gore probiyotik potansiyeli tasiyan mikroorganizmalar:

® insan orjinli olmaldir,
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. Patojen 6zellik icermemelidir,

o Gastrik asit ve safra tuzuna direng gostermelidir,

. Bagirsak epitel dokularina tutunmalidir,

o Gastrointestinal sistemde kisa siireler i¢cin de olsa siirekliligini devam

ettirebilmelidir,

o Antimikrobiyel bilesikler tiretebilmelidir,

e  Immiin cevabr stimiile edebilmelidir,

o Metabolik etki kabiliyeti olmalidir (kolesterol asimilasyonu, laktaz

aktivitesi, vitamin tretimi),

o Patojen mikroorganizmalara antibakteriyel diren¢ 6zelligini aktarmamalidir,

o Teknolojik siireclere dire¢ gostermelidir.

Probiyotik olarak siklikla kullanilan bifidobakteriler ve laktobasiller insan
mikrobiotasinin birer iyesi olarak diisiiniilmektedir. Agiz boslugunda yer alan ilk
anaerob bakterinin bifidobakteriler grubu oldugu gosterilmistir (Rotimi ve Duerden,
1981).

Probiyotik 6zelliklere sahip bakterilerin tanimlanmasi ve kullanima sunulmasiyla

ilgili galismalar artarak devam etmektedir.

2.2.2. Probiyotik bakterilerin etki mekanizmalari

Probiyotiklerin etki mekanizmasi; mikrobiyal ekoloji {izerindeki etkileri,
bagisiklik iizerine etkileri ve barsak epiteli izerine etkileri kapsamaktadir. Probiyotikler
kisiye Ozgii etkiler gostermektedir. Ayrica gosterilen etkiler bakteri tiirlinlin susuna
Ozgidiir. Probiyotiklerin aside ve safraya direngleri, mide-barsak kanalina kolonize
olmalari ve klinik etkileri de farkliklar gostermektedir. Ayrica in vivo ve in vitro etkileri
de her zaman ayn1 olmamaktadir. Probiyotiklerin genel etki mekanizmalar1 Cizelge 2.3’
de verilmistir.

Omurgali hayvanlarin barsak igeriginde yiizlerce tiir bakteri ortaklasa veya yaris
icerisinde yasamaktadir. Sindirim sistemi mikrobiotas1 bireyin sagliginda ¢ok énemli bir
role sahiptir. Cesitli faktorlerle barsak mikrobiotas1 bozulmaktadir. Barsaktaki
mikroorganizmalar temel besin Ogelerini kullanirken olusturduklari yan iriinlerle
barsaktaki dinamikleri etkilemektedir. Ayrica fermentasyon sonucunda olusan bir takim

zararli Urtnler bazi akut ve kronik barsak rahatsizliklarina zemin hazirlamaktadir. Bazen
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de barsaga ulasan patojen bakteriler barsak mikrobiotasindaki dengeyi bozmaktadir.
Siirekli bozulmaya yatkin olan dengenin tekrar kurulmasi icin probiyotiklerden

yararlanilmaktadir (Gibson ve Fuller, 2000 ).

Cizelge 2.3. Probiyotiklerin genel etki mekanizmalar:

Mekanizma Etki Sonug¢
Tutunma bolgeleri igin rekabet eder. | Tutunmay1 inhibe eder. Patojenlere kars1
Patojenlerin gelisimini inhibe eder. antagonizma  olusarak
Besin/ biiylime faktorleri i¢in rekabet | Patojenlerin gelisimini inhibe eder. doku yikimint  ve
eder, antimikrobiyal bilesikler {iretir. inflamasyonu azaltir.
Immiin sistemi giiclendirir. Patojenlerin gelisimini inhibe eder.
Lokal ve sistemik immiin cevapta
etkilidir.

Dogumda steril olan gastrointestinal kanalin mikroorganizmalarca kolonizasyonu
dogumdan hemen sonra (anneden vajinal ve intestinal yolla) baslamaktadir. Diyet ve
cevre ise kolonizasyon icin gerekli olan diger faktorleri olusturmaktadir (Ewaschuk ve
Dieleman, 2006). Gastrointestinal kanalin mikrobiotasi ile konak arasinda karsilikli
etkilesimler bulunmaktadir. Barsak bariyerini giiglendirmede ve epitelyum degisiminde
bakterilerin rolii 6nemli olmaktadir. Ayrica konakgr igin patojenlerin baskilanmasi,
vitamin sentezi, emilemeyen gidalardan enerji saglanmasi, mukozal bagisiklik
sisteminin desteklemesi gibi yararli etkileri bulunmaktadir (Madsen ve ark, 2001).
Probiyotiklerin kimyasal karsinojenlere karsi hassasiyeti azalttigi da rapor edilmistir.
Probiyotiklerin bu alandaki yararli etkileri arasinda; karsinojenleri detoksifiye etmek,
karsinojenik bilesikleri olusturan bakterilerin sayisim1 ve metabolik aktivitesini
azaltmak, timor hiicrelerinin gelismesini inhibe edecek bilesikler tiretmek ve kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasina kars1 immun sistemi uyarmak gibi faktorler sayilabilir (Parvez
ve ark., 2006; Rafter ve ark., 2007).

Probiyotikler bugiin i¢in bircok hastalikta veya patolojik durumda
kullanilmaktadir ve her gecen giin kullanim alanlarina bir yenisi eklenmektedir.
Probiyotiklerin kullanildigi hastalik ve durumlar Cizelge 2.4’de (Reid ve ark.,1988;
Schiffrin ve ark., 1995; Dugas ve ark., 1999; Isolauri, 2001; Szajewska ve ark., 2001;
Gill ve ark., 2003; Young ve ark., 2003; Sanders, 2003; Isolauri, 2003; Isolauri, 2004;
Mego, 2005; Aihara ve ark., 2005; Henker ve ark., 2001; Kang ve ark., 2006; Commane
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ve ark., 2005; EI-Nezami ve Polychronaki, 2006; Falagas ve ark., 2006; Logan ve
Katzman, 2005; Benton ve ark., 2007; Rao ve ark., 2009; Messaoudi ve ark., 2011; Ishimwe

ve ark., 2015;’a gore diizenlenmistir) verilmistir.

Cizelge 2.4. Probiyotiklerin kullanildigi hastalik ve durumlar

Hastahk/durum Probiyotigin Gosterdigi Etki

Beslenme Dabha iyi sindirebilme, bazi vitamin ve
minerallerin emilimini artirma

Kabizlik Bagirsak motilitesini diizenleme

Enfeksiyonlar; Rotaviriis ishali, Seyahat iligkili
ishal, Antibiyotikle iliskili ishal, C. difficile
iliskili ishal, H. pylori,Hastane enfeksiyonlari

Onleme ve tedavi etme

Dis ¢iiriiklerini 6nleme

Patojenlere kars1 antagonistik etki

Tutunma yiizeyleri i¢in rekabet

Laktoz intoleransinin énlenmesi

Laktoz Hidrolizi

Serum kolesterol diizeyinin diisliriilmesi

Kolesterolii metabolize etmek

Karacigerin ve bobregin katabolik yiikiinii

azaltma

Kanser olusumunun azaltimasi

Kolorektal kanser gelisiminin 6nlenmesi

Antikarsinojenik aktivite gostermek

Inflamatuvar barsak hastaliklarinin tedavisi ve

ataklarin onlenmesi

Immiin reaksiyon

Patojenlere karsi antagonistik etki

Alerjik hastaliklarin engellenmesi

Tedaviyi destekleyici

Immiin sistemi giiclendirme

Bagisiklik sisteminin uyarilmast

Antimikrobiyal aktivite

Uriner kanal saglig

Uropatojenlerle koagregasyon

Kadinlarda tirogenital infeksiyonlar1 dnlemek

Kardiyovaskiiler sistem

Yiiksek kan basincini diisiirmek

Spastik kolon

Floray1 diizenleyip gaz olusumunu azaltmak.

Agiz ve dis sagligi, Agiz kokusu (halitosis)

Antimikrobiyal madde iireterek, tutunma yiizeyi
icin rekabet ederek, kiikiirtlii bilesiklerin

olusumunu engelleyerek

Depresyon, duygu durum bozukluklari

Bazi norotrasmitterler iireterek ve barsak

mukozasini patojenlerden koruyarak

Kolesterol giderimi

Safra tuzlarin1 hidroliz ederek
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Probiyotik etki susa 6zgiidiir yani bir tiire ait probiyotik etki o tiiriin biitiin bireylerinde

bulunmamaktadir.

2.2.3. Probiyotik tedavi ve yer degistirme tedavisi arasindaki farklar

Probiyotik tedavi ve yer degistirme tedavisi (diger adiyla bakteriyoterapi), bazen
birbirinin yerine kullanilmaktadir. Her ne kadar her ikisinde de tedavi igin canl
bakteriler kullanilsa da aralarinda kii¢iik farkliliklar bulunmaktadir. Yer degistirme
terapisinde etkili strain enfeksiyon bolgesine dogrudan uygulanmaktadir. Periyodontal
yer degistirme tedavisi anlayigi, periyodontal cepleri temizledikten sonra bu bolgeyi
patojenlerin yeniden kolonize etmesini 6nlemek i¢in subgingival olarak faydali agiz
bakterilerini buraya yerlestirmekten olusmaktadir (Agarwal ve ark, 2011). Cizelge

2.5°te iki yontem arasindaki farklar gosterilmistir.

Cizelge 2.5. Probiyotik tedavi ve yerdegistirme tedavisi arasindaki farklar

Probiyotik tedavi Yerdegistirme tedavisi

Yiyeceklerin icerisinde verilirek uygulanir

Etkili sus yutulmaz ve uygulanir

Endojen mikroflorada nadiren etkili ve uzun siireli

Endojen mikroflorada etkili ve uzun siireli degisim

degisim

Bolgede siirekli kolonize olmadan faydali etki | Etkili susla bdlgenin siirekli kolonizasyonu
gosterir temeldir.

Bagigiklik sistemini etkileyerek faydali etki | Cok az immiinolojik etkiye sahiptir.

gosterir

2.2.4. Laktik asit bakterileri ve laktobasiller

Laktik asit bakterileri, gram pozitif, spor olusturmayan, katalaz negatif basil ve
koklardan olusan, Firmicutes filumuna ait ¢esitli bakteri cinslerinden olusmaktadir.
Grubun Onemli cinsleri arasinda Carnobacterium, Lactobacillus, Lactococcus,
Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus ve Weisella yer almaktadir. Laktik asit bakterileri
aerotolerant anaerob organizmalardir. Fermantasyon sonucu ana {iriin olarak organik
asit lireten bu bakteriler sitokrom igermezler ve elektron tasima sistemi bulundurmazlar.

Enerji ihtiyaglarini substrat diizeyinde fosforilasyon ile karsilarlar.
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Laktobasiller taksonomik olarak, Firmicutes filumu, Bacilli sinifi, Lactobacillales
ordosu, Lactobacilliaceae familyasina aittir. Gelismek igin zengin besi ortamina ihtiyag
duyan besinsel olarak titiz bakterilerdir. Besin fermentasyonundaki 6nemli rollerinin
yaninda canlinin tiirline, yasina, bagirsakta yerlestigi yere bagli olarak degisen oranlarda
insan ve hayvanlarin mide barsak kanalinda (GIT) bulunmaktadirlar.

Laktobasillerin en dnemli 6zellikleri laktozun fermentasyonu sonucunda laktik
asit tretmeleridir. Lactobacillus cinsinin fermentasyon tipine gére gruplandirilmasi
zorunlu homofermentatif (grup I), fakiiltatif homofermentatif (grup II), zorunlu
heterofermentatif (grup III) seklindedirler (Marsh, 1999; Salminen ve ark, 2004).
Bakterilerin 6zellikleri Cizelge 2.6 da verilmistir.

DNA baz kompozisyonu (molar G+C ylizdesi) laktobasillerde minimum %35 (L.
salivarus) ve maksimum %53 (L. fermentum) arasinda degismektedir. Bir
gruplandirmaya gore laktobasiller molar G+C yiizdesi agisindan, molar G+C yiizdesi
%32,4-38,3 arasinda degisen tirler (L. jugurti, L. helveticus, L. salivarus, L.
bulgaricus), molar G+C yiizdesi %42,7-48 arasinda degisen tiirler (L. buchneri, L.
brevis, L. casei, L. viridescens, L. plantarum) ve molar G+C yiizdesi %49-51,9 arasinda
degisen tirler (L. lactis, L. leichmanii, L. delbrueckii, L. fermentum, L. cellobiosus)

seklinde li¢ gruba ayrilmaktadir (Salminen ve ark., 2004) .

Cizelge 2.6. Lactobacillus cinsinin fermentasyon tipine gore gruplandiriimasi

(a: fermente oldugunda b: pentozla uyarildiginda ) ( Marsh, 1999; Salminen ve ark., 2004 )

Ozellik Grup I zorunlu | Grup II  fakiltatif | Grup  Ill  zorunlu
homofermentatif homofermentatif heterofermentatif
Pentoz fermentasyonu | - + -
glukozdan CO; | - - +
olusturma
glukonattan CO: | - +2 +2
olusturma
FDP aldolaz varlig: + + -
Fosfoketolaz varligi | - +b +
L. acidophilus L. sakei L. reuteri
L. delbruckii L. casei L. brevis
L. helveticus L. curvatus L. buchneri
L. salivarius L. plantarum L. fermentum

16



Birinci grupta yer alan tiirlerin hepsi homofermantatiftir. 2. ve 3. grupta ise hem
homofermantatif hem de heterofermantatif tiirler yer almaktadir. G+C yiizdesi a¢isindan
ayni gruba giren tiirler DNA hibridizasyonu ve immiinolojik yontemlerle birbirinden

ayrilarak tanimlanabilmektedir.

2.2.5. Laktobasillerin probiyotik olarak kullanim

Belirli sartlar altinda uygulandiginda laktobasillerin sagliga faydali oldugu
gosterilmistir. Barsak enfeksiyonlarin ve antibiyotik kullanimi sonrasinda mikrobiotanin
bozulmasiyla meydana gelen sikintilarin 6nlenmesinde ve tedavisinde, akut enfeksiyoz
ishali ve antibiyotik iliskili ishali Onlemede laktobasillerin etkinligi gosterilmistir
(Sazawal ve ark., 2006). Belirli baz1 laktobasiller Clostridium difficile iliskili ishali ve
niiks etmesini azaltabilmektedir (Pillai ve Nelson, 2008) ve yeni doganlarda nekrotizan
enterokoliti &nleyebilmektedir (Deshpande ve ark., 2007). Inflamatuvar barsak hastali
(IBH)’nin onlenmesi ve tedavisinde (Hedin ve ark., 2007), kolorektal kanserin
onlenmesinde (Camileri, 2006), irritabl barsak sendromu tedavisinde (Rafter ve ark.,
2007) bazi umut verici sonuclar da elde edilmistir. GIT haricinde viicudun diger
boliimlerinde de kadinlarda bakteriyel vaginosis ve lirogenital hastaliklarin dnlenmesi
ve tedavisinde, (Falagas ve ark., 2007) atopik hastaliklarin ve gidalara asir1 duyarliligin
onlenmesinde (Boyle ve Tank., 2006) ve dis ¢iiriiklerinin 6nlenmesinde (Meurman ve
Stamatova, 2007) bazi Lactobacillus suslar1 ile probiyotik uygulamalar fayda
saglamistir. Probiyotik laktobasiller yiiksek giivenlik profiline sahiptirler ve milkemmel
sekilde tolere edilirler. Ancak, nadir durumlarda, immiin rahatsizlig1 olan hastalarda
probiyotik laktobasillerin enfeksiyonlara yol agtig1 raporlar da yayinlanmigtir (Besselink
ve ark., 2008; Liong, 2008).

Probiyotiklerin sagliga olumlu yondeki bu etkilerin niteligi uygulanan susa,
uygulama sekline, uygulanan bireye ve uygulama sartlarina bagli olarak degiskenlik
gostermektedir. Konuyla ilgili pozitif verilerle sonuclanan ¢ok sayida bilimsel ¢alisma
mevcuttur. Diger taraftan laktobasillerin faydali etkilerini rapor eden ¢alismalarda
kontrol grubu, yan etkiler, dogrulanmis verilerin eksik oldugu da bilinmelidir (Marco ve
ark., 2006).

Laktobasillerin agiz mikrobiotasindaki patojen bakterilerle tutunma yiizeyi i¢in

rekabete girmeleri ve {lrettikleri maddelerle onlari inhibe etmeleri dolayisiyla agiz
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probiyotigi olarak kullanilabilme olasiliklari, agiz ve dis sagligi acisindan umut verici

bir alternatif olugturmaktadir.

2.2.6. Probiyotik laktobasillerin etki mekanizmalari

Probiyotik laktobasiller patojenlerin inhibisyonunu ve mikrobiyal etkilesimlerde
dengeyi saglamaktadir, epitel bariyer fonksiyonu gelistirmektedir ve bagisiklik
tepkilerini diizenlemektedir. Laktobasiller besin bozulmalarini 6nlemede yiizlerce yildir
kullanildigindan dolay1 patojen inhibe etmedeki yetkinlikleri iyi bilinmektedir. Zamanla
laktobasillerin bagisiklik uyaric1 ve bagisiklik diizenleyici 6zellikleri incelenmistir.
Mide-barsak kanalina icecek, yiyecek, ya da hapla uygulanan probiyotikler patojenler
ve toksinlere karsi barsak duvari epitelinin bariyer fonksiyonunu giiclendirdiginden
giderek Onem kazanmaktadir (Fedorak ve Madsen, 2004; Marco ve ark., 2006;
Boirivant ve Strober, 2007).

Probiyotik laktobasiller mide-barsak kanalindan gegerken g¢esitli sert ¢evre
kosullariyla karsilasmaktadir. ilk olarak konuk¢unun asidik mide kosullarinda hayatta
kalmalar1 gerekmektedir. Saglikli bir insan, her giin yaklagik 2,5 litre mide 6zsuyu
salgilamaktadir. Aclikta mide 6zsuyunun pH’s1 1,5 iken, besin alimiyla beraber pH 3-5
araliginda olmaktadir. Diisiikk pH proton motive giicli bozmakta, asit duyarli enzimlerin
aktivitesini azaltmakta, DNA ve proteinlere zarar vermektedir (van de Guchte ve ark.,
2002).

Probiyotikler igin bir diger sert ¢evre kosulu safra ortamidir. Ciinkii safra
asitlerinin biyolojik membrani pargalayict 6zellikleri bulunmaktadir. Karacigerden ince
barsaga her giin yaklasik 1 It safra salgilanmaktadir. Safra asitleri kolesterolden
sentezlenir veya glisin ya da taurin ile konjugedir. Safra tuzlar1 laktobasillerin {irettigi
laktik asit gibi organik asitlere benzer davranis gostererek toksik etki olusturmaktadir
(Begley ve ark.,, 2005). Bu asitler, hiicre zarindan difiizyonla gectikten sonra
sitoplazmada proton forma gegerler, ¢oziinmez hale gelerek hiicre zarindan
gecememektedir.

GIT’ de laktobasiller asit ve safra ile basa ¢ikmanin yani1 sira oksidatif ve osmotik
strese de maruz kalmaktadir. Ayrica, diger mikroplar ve bagisiklik sistemi hiicreleri de
probiyotik mikroplar i¢in ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Tim bu stres faktorlerine
kars1 probiyotik laktobasillerde c¢apraz adaptasyon olgusu (bir stres durumuna

adaptasyonun baska bir stres faktoriine karst da korumasi) goriilmesi ilging olarak
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degerlendirilmistir. Bu durum stresle basa ¢ikmada laktobasillerde bazi ortak
mekanizmalari isaret etmektedir (van de Guchte ve ark., 2002; De Angelis ve Gobbetti,
2004; Begley ve ark., 2005).

Probiyotik laktobasillerin optimum fonksiyon gostermesini saglayan faktorler;
probiyotik faktorler ve adaptasyon faktorleri olmak iizere iki grupta incelenmektedir.
Probiyotik faktorler mikrobiyal dengeyi korumak, epitel hiicreleri korumak ve
bagisikligin diizenlenmesi olmak {izere ii¢ temel mekanizmadan olusmaktadir.
Adaptasyon faktorleri ise stres direnci, konukg¢unun cevresine uyum saglayan aktif
metabolizma ve bagirsak mukozasina ve mukusa tutunma 6zelliklerini kapsamaktadir.
Adaptasyon faktorlerinin probiyotik faktorlere yardimer oldugu ifade edilmektedir
(Lebeer ve ark., 2008).

Yapilan calismalara bakilip laktobasillerin islevlerin karmasikligt géz oniine
alindiginda, konakgida farkli suslarin farkli tepkilere yol agtigi anlagilmaktadir. Bu

nedenle, sonuglar belirli bir Lactobacillus susu ile genellenememektedir.

2.2.6.1. Hiicre duvari ve hiicre zarmin biitiinliigiiniin devam

Laktobasillerin hiicre duvar1 ve hiicre zarini olusturan makromolekiiller ¢esitli
stres sartlarinda hiicre biitiinliigiiniin devamina yardim etmektedir. Ornegin diisiik pH
L. casei’ nin oral bir straininin hiicre zarmin yag asidi bileseninde bir degisime yol
agmaktadir (Fozo, 2004). Benzer sekilde safra tuzlarinin L. reuteri CRL1098 nin lipid
hiicre zarinda degisimleri baslattigi gosterilmistir (Taranto, 2003).

Laktobasillerin asit cevabi ile ilgili ¢esitli senaryolar tanimlanmistir. Asidik sartlar
altinda L. reuteri ATCC 55730’ de penisilin bagli proteinler grubuna ait olan, bir esteraz
geni oldugu varsayilan Ir1516° nin uyarildigi gosterilmistir (Wall ve ark., 2007). Bu gen
tahrip edildiginde asit sokuna hassasiyette ciddi artiglar gézlenmistir. Safraya maruz
kalindiginda da ayni genin uyarildigir gozlenmistir. Safra varliginda canli kalabilmek
icin bu genin varligmin 6nemi mutant analizle dogrulanmistir (Whitehead ve ark.,
2008). Buna ek olarak Pfeiler ve arkadaslart (2007), tarafindan mikroarray analizi
kullanarak L. acidophilus NCFM de safraya maruz kalindiktan sonra hiicre zari, PG ve
yiizey proteini biyosentezi ile ilgili ¢cok sayida genin ifade edildigi gosterilmistir.

Diisiik pH’da ve safra varliginda hiicre biitiinliigi i¢in D-alanil teikoik asitin de

gerekli oldugu ifade edilmistir (Neuhaus ve Baddiley, 2003).
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2.2.6.2. DNA ve proteinlerin korunmasi ve tamiri

DNA ve proteinler gibi makromolekiillerin korunmasinda bir dizi protein rol
oynar. Hiicre iginde asitligin artmasi, DNA’dan piirin ve pirimidinlerin kaybolmasina
yol agabilir. Cappa ve arkadaslar1 (2005), Northern analizi ve reverse transkripsiyon
(RT)-PCR kullanarak L. helveticus CNBL 1156 de diisiik pH’da niikleotit kesip ¢ikarma
tamiri ile ilgili bir enzim olan niikleaz ATP-baglama kaset (ABC) kompleksinin A
altbirimini kodlayan uvrA’nin ifade edilme diizeyinin arttigimi gozlemislerdir. Safra
asitlerinin de DNA hasarim1 uyardigt ve DNA tamir enzimlerini aktive ettigi
gozlenmistir (Begley ve ark., 2005). L. reuteri’de safraya maruz kaldiktan sonra dps
(Aclik sirasinda DNA koruma) geninin ifadesinin arttigini mikroarray analizleriyle
gozlenmistir (Whitehead ve ark., 2008). dps E. Coli’de oksidatif stres, radyasyon, metal
toksitesi, sicaklik stresi ve pH stresi gibi stres adaptasyon gesitleriyle ilgili bulunmustur
(Martinez ve Kolter, 1997). Bununla birlikte L. Reuteri’de dps’nin tahrip edilmesinin
safrada canli kalabilme yetenegini 6nemli derecede etkilememesinin sebebi olarak DNA
koruma ve tamir enzimlerinin artmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Whitehead
ve ark., 2008).

Genel stres sartlarina cevap olusturmada saperon grubu proteinler olduk¢a dnemli
bir rol oynamaktadir. Saperonlar; proteinlerin katlanmasi, renatiirasyon, hasar gérmiis
proteinlerin uzaklagtirilmasi ve denatiire olmus proteinlerin korunmasi gibi konularda
gorev alarak genel stres durumlarina cevap olusturmada yardimci olmaktadir. Konuyla
ilgili olarak yapilan calismalardan birinde pH 4’de 1 saat inkiibasyona birakilan L.
reuteri ATCC 23272’deki saperonlardan GrpE ve DnaK gen ifadelerinin arttigi rapor
edilmistir (Lee ve ark., 2008). Bir diger calismaya gore L. acidophilus NCFM’de
safraya maruz kaldiktan sonra groES, groEL, dnaK, htrA, ve grpE gen ifadelerinin
arttigi mikroarray yontemi ile gosterilmistir (Pfeiler ve ark., 2007). Mide-barsak sistemi
sartlarinda laktobasillerin hizli cevap olusturmasinda Clp proteinleri 6zellikle dnemli
olmaktadir. Asit stresinde L. reuteri ATCC 55730°de, ifadesi uyarilan genlerden birisi
olarak clpL bulunmustur (Wall ve ark., 2007). Bron ve arkadaslari (2006), L.
plantarum’da safra uygulamasiyla glutatyon reduktaz ve metC-cysK operonu ifadesinin
arttigin1 bildirmislerdir. Glutatyon, oksidatif stresin 6nemli belirtecidir ve bakterilerin
in vivo canliliginda énemli rol oynayabilmektedir. Glutatyon ve sistein metabolizmasi,
S-Adenozil Metiyonin (SAM) metabaolizmasiyla ve metil dongiisiiyle yakindan iligkili
bulunmustur (Winzer ve ark., 2003). SAM dongiisii rRNA niikleotit modifikasyonu,
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poliamin sentezi ve metilasyon siiregleriyle ilgili olarak merkezi metabolik rol
oynamaktadir. Tim bu siireclerin stres altindaki makromolekiillerin dayanikliligini

artirmayla ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir (Loenen, 2006).

2.2.7. Laktobasillerin agiz ve dis saghgina etkileri

Ag1z saglhigina etkilerine bakildiginda laktobasiller, tarihsel olarak dis ciiriikleriyle
iligkili ilk mikroorganizmalardir (Owen, 1949). Cocuklugun ilk yillarindan itibaren,
tilkiiriikte yiiksek miktarda, dil sirtinda, mukozal yiizeylerde, sert damakta, dis plaginda
ve daha az miktarda olmak tizere dislerin yiizeyinde goriilmektedir.

Cirigi olan bireylerdeki tilikiiriikte tanimlanan laktobasil tiirleri ve ¢iirigi

olmayan bireylerdeki tiikiiriikkte tanimlanan laktobasil tiirleri Cizelge 2.7°de verilmistir.

Cizelge 2.7. Ciiriigii olan bireylerde ve ¢iiriigii olmayan bireylerde tanimlanan laktobasil tiirleri

Ciiriigii Olan Bireylerde | Ciiriigii Olmayan Bireylerde
Tanimlanan Tiirler Tamimlanan Tiirler
L. rhamnosus. L. rhamnosus.
L. casei L. casei
L. paracasei L. paracasei
L. alactosus L. alactosus
L. plantarum L. plantarum
L. acidophilus L. acidophilus
L. cellobiosus L. cellobiosus
L. fermentum L. fermentum
L. salivarius L. salivarius
L.buchneri L.buchneri
L. pentosus L. pentosus
L. brevis L. brevis
L. vaginalis L. vaginalis
L. xylosus L. delbrueckii L. xylosus
L. leichmanii L. oris
L. gasseri L. delbrueckii
L. leichmanii
L. gasseri
L. crispatus
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Cizelge 2.7, gesitli arastirmacilarin ¢aligmasina gére (Munoz-Jeldrez ve ark., 1980;
Nancy ve ark., 1992; Botha ve ark., 1993; Smith ve ark., 2001; Koll-Klais ve ark., 2005;
Tennpaisan ve Dahlen, 2006) diizenlenmistir.

Ciurtigii olan ¢ocuklarda laktobasil sayisi 100 kat fazla bulunmustur (Beighton ve
ark., 2004). Yetigkinlerde de kok c¢iiriigii olan bireylerde dis plaginda laktobasil
miktarinin arttigi gézlenmistir (Ellen ve ark., 1985; Bowden ve ark., 1990; Van Houte
ve ark., 1990; Fure, 2003).

Laktobasillerin sindirim kanalinda ve vajinada dogal olarak kolonize olup bireyi
patojenlere karsi koruduklari diigiiniilmektedir. Buna karsin agiz boslugunda ciirtik
lezyonlarinda bulunduklarindan dolay1 dis ¢iiriiklerinin sebebi olarak bilinmektedirler.
Laktobasiller ciiriiklerin baslatilmasindan ¢ok ciirlimiis olan dislerde yerlesmis olarak
bulunmustur. Son zamanlarda ¢iiriiklerin ve periyodontal hastaliklarin 6nlenmesinde
laktobasillerin faydali rolleri olduguyla ilgili arastirmalar yaymlanmistir. Probiyotikler
agizda bilimsel olarak ilk kez 1954 yilinda c¢alisilmistir (Kragen; 1954). Arastirmaci
gingivitis, periodontitis gibi ¢esitli periyodontal rahatsizligi olan bireylerde laktik asit
bakterilerinin faydali etkileri olabilecegini rapor etmistir. Laktobasillerin agiz
mikroflorasindaki patojen bakterilerle tutunma ylizeyi i¢in rekabete girmeleri ve
urettikleri maddelerle onlar1 inhibe etmeleri dolayisiyla agiz probiyotigi olarak
kullanilabilme olasiliklari, agiz ve dis sagligi agisindan umut verici bir alternatif
olugturmaktadir. “Periyodontal yer degistirme” olarak ifade edilen tedavinin yaklagimi,
periyodontal cepleri temizledikten sonra bu bolgeyi patojenlerin yeniden kolonize
etmesini Onlemek i¢in subgingival olarak faydali agiz bakterilerini buraya yerlestirmek
mantigina dayanir. Yerdegistirme tedavisi, patojenik mikroorganizmalar1 yok etmek
icin zararsiz bakterileri kullanarak enfeksiyonlarla miicadele etmenin alternatif bir
yoludur. Gastrointestinal diizensizliklerin tedavisinde basarili bir sekilde kullanilan
probiyotikler, dis hekimliginde de basarili sonuglar gostermistir. Yakin ge¢miste yapilan
cesitli galismalarda probiyotik kullanimmin karyojenik biyofilmi azalttigi gosterilmistir.
Probiyotik stratejilerin uygulanmasi, gelecekte tedavi edilen popiilasyonlarda yeni ¢iiriik
olusumunu da sonlandirabilir (Ranganathan ve Vaidya, 2011). Laleman ve arkadaslari
(2014), dis ciirigiiniin 6nlenmesinde probiyotiklerin pozitif etkiye sahip olduklarini
ifade etmislerdir.

Comelli ve arkadaslar1 (2002), 23 siit tiriiniindeki mikroorganizmalar1 potansiyel

probiyotik Ozellikleri i¢in arastirmislardir. Test edilen strainlerden ikisi (S.
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thermophylus ve L. lactis) tiikriik kapli hidroksiapatite (disin sert dokularinin prensibal
kimyasal bileseni) tutunabilmistir ve dis plagini taklit eden biyofilme girebilmistir.
Arastirmacilar, siit triinleri kaynakli L. rhamnosus’un yedi ay kullanilmasi sonucu S.
mutans sayisinda azalma gozlemislerdir. Ishikawa ve arkadaslar1 (2003), L salivarius’un
24 saat iginde siyah pigmentli anaerobik ¢ubuklari (BPARs), Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens’i 6ldiirdiigii gozlemislerdir. Bu
arastirmacilar, 4 hafta siireyle L. salivarius igeren tabletler kullanan bireylerde
tikiiriikte anaerobik basillerin azaldigini rapor etmislerdir.

Ciirtik olusumunun engellenmesini saglayan yaklagimlardan birisi olan pasif lokal
bagisiklama ile ilgili yapilan Wei ve arkadaslart (2002)’nin yaptigi bir ¢alismada,
hamile ineklerin asiyla bagisiklanmasi saglanarak S. mutans ve S. sobrinus gibi
insanlarda dis ¢iirlimelerine yol agan bakterilere karsi etkili IgG antikoru tiretmesi
saglanmis ve bu antikor saflastirilmistir Saflastirilan bu bagisiklik {iriiniiniin (10)
streptokoklarin  tiikiiriik  kapli  hidroksiapatite  tutunmasinin  inhibisyonu ve
glikosiltransferaz enziminin inhibisyonu gibi ¢iiriimeleri engelleyici 6zelliklere sahip
oldugu tesbit edilmistir. Aym ¢alismanin devaminda IU katkii UHT siit ve
Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) igeren siitiin 6nemli seviyede (p<0.05)
antistreptokok aktivitesine (6zellikle S. mutans’a karsi) sahip oldugu ve LGG igeren
site TU ilave edilmesinin ciiriimelerin engellenmesi agisindan 6nemli bir yaklasim
olabilecegi ifade edilmistir.

Bazi durumlarda laktobasiller ciiriik olusturan bakterileri inhibe ederek faydali rol
oynarlar. Michalek ve arkadaslar1 (1981), ratlarda yaptig1 ¢calismada, dis plaginda L.
casei bulunuyorsa S. mutans’in azaldigini bildirmislerdir. Ahumada ve arkadaslar
(2001), dilden izole edilen laktobasillerin %36’simin S. mutans gelisimini inhibe ettigini
gostermistir. Homofermentatif grup laktobasillerin, heterofermantetiflere gore daha
giiclii antimikrobiyal madde trettiklerini de rapor etmislerdir. Ayni aragtirmacilar, ¢iiriikk
disten elde edilen laktobasillerin streptokoklara karst inhibitér madde {iretiminin
clirlikstiz disten elde edilenlere gore daha yiiksek oldugunu gostermislerdir.

Plasebo kontrollii ¢ift korlii bir ¢alismada S. salivarius K12 verilen bireylerde S.
mutans seviyesinin diistiigli goriilmiistiir ve plak olusumunu azalttig1 da gézlenmistir
(Burton ve ark., 2013).

Sookkhee ve arkadaglar1 (2000), saglikli agizdan izole ettikleri laktobasillerin

antimikrobiyal aktivitesini analiz etmislerdir ve bes tiikriik laktobasil izolatinin (L.
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paracasei’nin 3 izolati, L. rhamnosus‘un 2 izolat1) mutans streptokoklara (S. mutans, S.
sanguis, S. salivarius), Staphylococcus aureus, Actinomyces viscosus, Porphyromonas
gingivalis ve Candida‘ya kars1 antimikrobiyal etkili oldugunu géstermislerdir.

Koll-Klais ve arkadaslari (2005), test edilen laktobasillerin = %69 unun S.
mutans 1, %88’inin Actinobacillus actinomycetemcomitans’1, %82’sinin P. gingivalis’i
ve %65’inin P. intermedia’y1 inhibe ettigini gostererek bu ¢alismayr dogrulamistir. En
yiiksek antimikrobiyal etkiyi L. paracasei, L. plantarum, L. rhamnosus ve L. salivarius
tiirleri sergilemistir. Saglam bireylerden izole edilen strainler, S. mutans’a karsi kronik
periyodontitli hastalardan elde edilenlerden daha diisiik antimikrobiyal etki
sergilemislerdir. Buna karsilik Testa ve arkadaslar1 (2003), oral laktobasillerle (L. casei,
L. rhamnosus L. plantarum ve L. salivarus) anaerob P. intermedia ve F. nucleatum
arasinda antagonistik etkilesim bulamamaiglardir.

Simark-Mattsson ve arkadaslar1 (2007), in vitro ¢alismada saglikli geng bireylerde
oral laktobasillerin mutans streptokoklari inhibe ettigini gostermislerdir. Bu bulgu son
zamanlarda agiz probiyotikleri ile ilgili yapilan baz1 c¢alismalarla paralellik
gostermektedir. Nése ve arkadaslart (2001), c¢ocuklarda uzun siireli Lactobacillus
rhamnosus GG (LGG) igeren siit tiikketiminin ¢iirik riskini azalttigin1 ortaya
koymuslardir. Ahola ve arkadaslar1 (2002), LGG ve Lactobacillus rhamnosus LC 705
iceren peynirin kisa siireli tiiketimi ile ¢iiriik riskinin ve S. mutans sayisini azalttig
gostermiglerdir (Ahola ve ark.,, 2002; Meurman, 2005). Bifidobacterium ve
Lactobacillus igeren probiyotiklerin de ¢iiriik olusturan S. mutans miktarini azalttigini
gosteren c¢alismalar vardir (Haukioja, 2010; Anilkumar ve Monisha, 2012; Bizzini ve
ark, 2012). Cogulu ve arkadaslarmin (2010), yaptiklari galismada 20-27 yas araligindaki
bireylere giinliik 200 ml farkli probiyotik tiirler igeren kefir verilmistir. Bu bireylerde
Lactobacillus tiirlerinde ve S. mutans miktarlarinda 6nemli azalmalar gozlenmistir.
Benzer c¢alismalarda probiyotik igerikli iiriin kullanimmin S. mutans sayisini1 azalttigi
gosterilmistir (Caglar ve ark., 2005a; Cildir ve ark., 2009; Jindal ve ark., 2011; Singh ve
ark., 2011; Juneja ve Kakade, 2012; Campiis ve ark., 2014; Tehrani ve ark., 2016;)

Bosh ve arkadaslari (2012), calistiklar1 laktik asit bakteri izolatlarinin, agiz
sagligin gelistirmede potansiyel probiyotik olarak kullanilabilecek 6zellikleri oldugunu
gostermislerdir.

Cesitli probiyotiklerin oral bakteri veya g¢iiriige neden olan biyofilm iizerindeki

etkisinin arastirildigi bir ¢alismada (Lee ve Kim; 2014) Lactobacillus tiirleri, oral
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streptokoklarin biiyiimesini giiglii bir sekilde Onlemislerdir. Ayrica, Lactobacillus
tiirleri, karyojenik biyofilm modelinin olusumunu 6nemli Ol¢iide engellemistir. Adi
gecen calismada arastirmacilar, L. rhamnosus’un S. mutans’in glukan iiretimini
azaltarak agizda biyofilm olusumunu engelleyebildigini ifade etmislerdir.

Glingdr ve arkadaglart (2013), saglikli ¢gocuklarin agizlarindan elde edilen laktik
asit bakterileriyle fermente et driinlerinden elde edilen laktik asit bakterilerinin
kullanildig1 bir ¢alismada tiim laktik asit bakterilerinin S. mutans sayisini1 azalttigini
bildirmislerdir. Chung ve arkadaslar1 (2004), laktobasillerin mutans streptokoklarin
tutunmasi tizerine etkileriyle ilgili yaptiklar1 ¢alismada, L. fermentum siipernatani ile S.
mutans gelisiminin engellenemedigini ancak S. mutans’in tutunma 6zelliginin
engellenebildigini  bildirmislerdir. Lin ve arkadaslar1 (2015), c¢aligsmalarinda
kullandiklar1 bes laktobasil izolatinin (Lactobacillus casei Shirota, Lactobacillus casei
LCO1, Lactobacillus plantarum ST-I11, Lactobacillus paracasei Lpc-37 ve Lactobacillus
rhamnosus HNOO1) mutans streptokoklarin biyofilm olusturmasini ve gelisimini
onledigini rapor etmislerdir. Lee ve Kim (2014)’in yaptiklar1 ¢alismada L.
rhamnosus’un hem antimikrobiyal aktivite gostererek hem de S. mutans’in biyofilm
olusturmasini engelledigini gostermislerdir. Ayrica bu c¢alismada L. rhamnosus’un
biyofilm olusumuna katilmadigindan iyi bir ¢iiriik 6nleyici bir aday olabilecegini de
ifade etmislerdir.

Probiyotik igeren siit, yogurt ve peynirin diizenli tiikketiminin tiikiiriikteki ciiriik
olusturan bakteri sayisinda azalmaya neden oldugu ve dis plaginda azalmaya yardimci
oldugu gosterilmistir (Nikawa ve ark., 2004). Bussher ve arkadaslar1 (1999), yogurt
iecerisine eklenen L. acidophilus ve L. casei’nin mineye tutunabildiginden agizda
kolonize olabildigini gostermiglerdir. Ancak normal yogurttaki L. bulgaricus tutunmayi
basaramamuistir. L. acidophilus ve L. casei igeren yogurtlarin 1 hafta siireyle tiikketiminin
tikiiriikteki ve plaktaki diger laktobasilleri uzaklastirdigini rapor etmislerdir. Nozari ve
arkadaglar1 (2015)’nin yaptig1 calismada, Bifidobacterium lactis igeren probiyotik
yogurt tiiketen cocuklarda tiikiiriikte S. mutans sayisinin azalmadigr halde normal
yogurt yiyen ¢ocuklarda tiikiiriikte S. mutans sayisinin azaldigi gosterilmistir. Petti ve
arkadaglar1 (2008), ise S. thermophilus ve L. bulgaricus igeren yogurdun S. mutans
tizerinde bakteri 6ldiiriicii etkisi bulundugunu savunmuslardir.

Caglar ve arkadaslar yaptiklar1 ¢alismada (2008a), kisa siireli bifidobakteri igeren

dondurma tiiketen geng eriskinlerle streptokoklarin ve laktobasillerin tiikriik diizeylerini
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etkileyip etkilemedigini incelemislerdir. Probiyotik dondurmanin tiiketilmesinden sonra
tiikiirtikte streptokoklarin istatistiksel olarak dnemli diizeyde azaldigin1 kaydetmislerdir.
Bu calismada laktobasillerin sayis1 degismemistir. Caglar ve arkadaslar1 (2008b) yeni
bir tibbi cihazla verilen probiyotik L. reuteri‘nin gen¢ kadinlarda tiikiiriik mutans
streptokok sayisini ve laktobasil sayisini azalttigini gostermislerdir.

Teanpaisan ve arkadaslart (2011), biyofilm modelinde alti probiyotik tiiriin (L.
paracasei, L. plantarum, L. rhamnosus, L. casei, L. salivarius ve Lactobacillus SD1-
SD6) S. mutans ATCC 25175’a kars1 giictii inhibitor etki gosterdigini gézlemislerdir.
Bu etkinin asidik sartlarda daha da arttigin1 bildirmislerdir.

Peynirin agiz ortamimin pH’sint yiikselterek dis yapisinda ¢iirimeyi onledigi ve
remineralizasyonu destekledigi rapor edilmistir (Gedelia ve ark., 1991; Jensen ve ark.,
1990) Sakiz veya pastillere katilan probiyotiklerin giinliik kullanimlarmin da tiikiiriik
icerisindeki S. mutans sayisini azalttig1 gosterilmistir (Caglar ve ark., 2006, 2007).

Hirvatistan'da {retilen ilk probiyotik dis macununun etkinligini arastirmak
amactyla, rastgele secilmis 50 kisilik bir Hirvat deney grubu {lizerinde 4 haftalik bir siire
boyunca yapilan bir ¢alismada katilimcilar 4 hafta boyunca ayni lreticinin test dis
macunu ve dis fir¢casini kullanarak dislerini fircalamislardir. Probiyotik dis macununun
kullanimindan 4 hafta sonra elde edilen sonuglar istatistiksel olarak, katilimcilarda
calismaya baslamadan 6ncekine kiyasla ¢iiriik olusturan bakteri sayilarinda anlamh bir
azalma oldugunu gostermistir ( Majstorovi ve ark., 2013).

Ghasempour ve arkadaslar1 (2014), Lactobacillus casei subsp. Pseudoplantarum
ve Saccharomyces cerevisiae tiirlerini igeren kefir ile sodyum florid igeren galkalama
suyunun S. mutans seviyelerini azaltmada esit oranda etkili oldugunu gostermislerdir.

Ashwin ve arkadaslar1 (2015), B. lactis Bb-12 ve L. acidophilus La-5 igeren
probiyotik dondurmalarin tliketilmesinden Once ve sonra 6-12 yas grubundaki
cocuklarda tiikiirik S. mutans seviyelerine gore ¢iiriik riskini degerlendirmislerdir.
Calismada dondurma tiiketiminden yedi giin sonra S. mutans sayisinda anlamli bir
azalma saglanmistir. Normal dondurma tiikketen grupta ise Onemli bir azalma
olmamistir. Ancak her iki grupta da calisma siiresinden alt1 ay sonra, S. mutans’in
tikkiirik ~ seviyelerinin  bagslangictaki  seviyelere benzer oldugu belirlenmistir.
Nagarajappa ve arkadaslari (2015), Bifidobacterium iceren dondurma tiiketen bireylerde

S. mutans’n tiikiiriik seviyelerinin azaldigini gostermislerdir.
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Rodriguez ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada (2016), Sili’de 2 ve 3 yaslarindaki
cocuklar iki gruba ayrilarak, deney grubundaki c¢ocuklara 150 ml L. rhamnosus
eklenmis siit verilmis, kontrol grubuna standart siit verilmistir. 10 ay boyunca devam
eden caligmada probiyotik siit verilen grupta kontrol grubuna kiyasla ciiriik
lezyonlarinin azaldig1 gozlenmistir.

Krzysciak ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada (2017), L. salivarius ihtiva eden bir
probiyotik madde, S. mutans ve C. albicans’m bir ¢ift-tiir biyofilm tiretme kabiliyeti
tizerindeki etkisi, in vitro modelde arastirilmistir. Biyofilm olusturan S. mutans ve C.
albicans kolonilerinin sayisi1 tespit edilmistir. L. salivarius, C. albicans ve S. mutans‘in
cliriik olusturan biyofilm olusumunu inhibe etmistir. Probiyotik etkisi altinda; biyofilm
kiitlesi ve biyofilm igerisindeki S. mutans sayisi1 azalmistir. C. albicans sayilar1 da
azalmigtir. Daha da Otesi; probiyotik uygulamasindan sonra mantarlar patojenik
potansiyelli hif veya germ tiipleri metdana getirememilerdir.

Lin ve arkadaslar1 (2017), probiyotik laktobasillerin ciiriiklerden izole edilen S.
mutans ve biyofilmler iizerine etkisini degerlendirmek icin yaptiklar1 calismada dort
laktobasil susunun S. mutans'in gelisimini engelledigini ve in vitro bakteri
biyofilmlerinin bilesimi iizerinde etkili oldugunu go6zlemislerdir. Probiyotik
kullaniminin ¢iiriik 6nlemede, umut verici bir yontem olabilecegini bildirmislerdir.

Rungsri ve arkadaslar1 (2017), giinde bir sefer L. rhamnosus SD11 veya L.
bulgaricus iceren fermente siit tiiketen iki gruba ayirdiklar 43 geng yetiskin iizerinde 4
hafta boyunca yaptiklar1 ¢calismada; probiyotik grupta kontrol grubuna kiyasla mutans
streptokoklarda ve toplam bakterilerde istatistiksel olarak anlamli azalmanin
gozlendigini ve laktobasil sayisinin, fermente siitler aldiktan sonra her iki grupta
anlamli diizeyde arttigmi ortaya koymuslardir. Probiyotik olarak kullanilan
mikroorganizmalarin daha once bildirilenlerden daha uzun siire agiz boslugunda
kolonize oldugu da kaydedilmistir.

Sinkiewicz ve arkadaslar1 (2010), agiza L. reuteri uygulamasindan sonra
tikiriikteki L. reuteri varhigm arastirdiklar1 ¢aligmalarinda tiikiiriikteki total
Lactobacillus sayisinda 6nemli oranda artig saptamiglardir.

Probiyotik kullaniminin periyodontal rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmasiyla
ilgili olarak Hillman ve arkadaslar1 (2009), S. uberis ve S. oralis tiirlerinin periyodontal
patojenleri baskiladigini rapor etmislerdir. Vivekananda ve arkadaslar1 (2010), L.

reuteri alimindan sonra diseti kanamasinda ve gingivitiste azalma gozlendigini
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bildirmiglerdir. Gruner ve arkadaslari (2016) ise yaptiklari caligmalar sonucunda
probiyotik tedavinin periyodontal hastaliklarin iyilestirilmesinde kullanilabilecegini
ancak probiyotiklerin ¢iiriik tedavisinde kullanilmasi i¢in eldeki verilerin yetersiz
oldugunu rapor etmislerdir.

Probiyotik kullaniminin agiz kokusunu azalttigina dair ¢alismalar da vardir.
Konuyla ilgili 2.2.7.1° de “Probiyotikler ve halitosis” baslig1 altinda bilgi verilmistir.

Oral kandidazise karst da probiyotiklerin tedavi edici olarak kullanilabilecegine dair
calismalar mevcuttur (Elahi ve ark.,2005; Hattaka ve ark., 2007; Ahola ve ark., 2002).
Oral laktobasillerin enteropatojenik bakterilerin gelisimini inhibe ettigi de gosterilmistir
(Smith ve ark., 2001).

Yukarida belirtilen tiim bu calismalarin yaninda karsit goriisler de mevcuttur.
Montalto ve arkadaslar1 (2004), 45 giin siireyle probiyotik tiiketiminin tiikiirtiikteki
laktobasilleri azalttigin1 ancak streptokoklar1 onemli oranda etkilemedigini rapor
etmistir. Bu arastirmacilar probiyotik tiiketen bireylerin ¢iiriiklerini diizenli olarak
kontrol ettirmelerini tavsiye etmislerdir. Cesitli ¢aligmalarda siit, tablet, pastil gibi
cesitli formlarda probiyotik aliminin ¢iiriik olusturan bakterilerin miktarini etkilemedigi
gosterilmistir (Montalto ve ark., 2004; Lexner ve ark., 2010; Chuang ve ark., 2011;
Cildir ve ark., 2012; Marttinen ve ark., 2012).

Schwendicke ve arkadaslar1 (2014a), probiyotik tiirlerin kendiliginden kariojenik
olabilecekleri diigiincesiyle yaptiklari ¢alismada probiyotik L. rhamnosus GG'yi S.
mutants ile karsilastirmislardir ve dis dokularinda olusan mineral kaybini1 analiz
etmiglerdir. L. rhamnosus GG, o6zellikle dentin bosluklarinda ve yiiksek derecede
karyojenik kosullarda mineral kaybina neden olmustur. L. rhamnosus GG’nin S.
mutants iizerinde inhibitor etkilere sahip olmadigi daha ziyade in vitro ciiriige katkida
bulundugu gézlenmistir.

Schwendicke ve arkadaslar1 (2014b), bir bagka ¢alismada canli Bifidobacterium
animalis BB12'nin in vitro S. mutans’in ¢iiriik olusturma etkisini azaltmadigini, 1s1 ile
inaktive edilmis BB12 nin ise dentin bosluklarindaki S. mutans’in ¢iiriik olusturma
etkisini azalttigini gdstermislerdir. Inaktif probiyotiklerin ciiriik olusumunun kontrolii
icin uygun olabilecegini ileri siirmiiglerdir.

Matsumoto ve arkadaslar1 (2005), yaptiklar1 ¢alismada molar dislerin yiizeylerinin
S. mutans MT8148R ve L. salivarius LS1952R ile enfekte edilmesinin, MT8148R

yerlesmesini destekledigini bildirmiglerdir.
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Yli-Knuuttila ve arkadaslari (2006) ise 14 giin siireyle probiyotik i¢ecek tiikketen
56 bireyde L. rhamnosus GG’nin agiz bosluguna kolonize olamadigini bildirmislerdir.

Fernandez ve arkadaslar1 (2015), probiyotik bakterilerin, S. mutans’in ¢iiriik
olusturma ozelligi tizerindeki etkisini degerlendirmislerdir. L. rhamnosus aktivitesinin
deneysel bir ciirlik modelinde S. mutans'in ¢iiriik olusturma etkinligini azaltmadigin
ileri siirmiiglerdir.

Bazi1 arastirmacilar tiikiiriikteki laktobasil sayisinin artmasiyla agiz kurulugu
arasinda korelasyon gozlemislerdir (Loesche ve ark., 1995; Almstahl ve ark., 2004). Bu
duruma radyoterapi hastalarinda daha ¢ok rastlanmistir (Bardow ve ark., 2001; Al-
Nawas ve ark., 2006). Antilla ve arkadaslar1 (1999), sinir bozuklugu olan bireylerde ve
ag1z laktobasil sayisinda artis goriilmesi sebebiyle depresif bireylerde dis ¢iiriiklerinin
goriilme riskinin arttigin1 belirtmislerdir. Bu durum iki olasilikla aciklanmistir. ilki,
depresif bireyler ¢ok seker iiriinii tiikettiklerinden bdyle bir sonucun ortaya ¢iktigidir.
Ikincisi ise, bagisiklik sisteminin diismesi bu olgulara yol agmistir.

Yeni izole edilen probiyotik suslarin agiz ve dis hastaliklar1 tedavisinde veya
onlenmesinde kullanilabilecek bir iiriin olarak diinya pazarina sunulabilmeleri i¢in uzun
vadeli calismalara ihtiya¢ vardir. Agiz saghg: icin kullanilacak olan probiyotiklerin
etkinliginin ve giivenliginin bilimsel olarak kanitlanmis olmasi, kullanim sekli ve dozu,
Ozellikle hangi hasta ve yas grubu icin kullanilacaginin 1yi arastirilmasi gerekmektedir
(Pradeep ve ark., 2014).

Gilinlimiizde Amerika, Kanada gibi bazi {lilkelerde iiretilen oral probiyotikleri
igeren pastil, dis macunu, sakiz, tablet, kapsiil ve gargara gibi tirtinler marketlerde
kullanima sunulmustur (Zahradnik ve ark., 2009; Jose ve ark., 2013; Thomas ve
Chicago, 2014; Tagg, 2014). Rus bilim adamlarinin gelistirdigi bir probiyotik
karistminin da gingivitis ve periodontitis tedavisinde etkili oldugu One siirtilmiistiir
(Grudianov, 2002; Pozharitskaia, 1994).

Ulkemizde agiz ve dis hastaliklarina ydnelik olarak Tiirkiye’de iiretilen Bakanlik
onayl1 herhangi bir iiriin heniiz bulunmamaktadir. Ancak ithal {irlinleri piyasada bulmak

miumkindiir.

2.2.7.1. Probiyotikler ve halitozis

Kot agiz kokusu (halitozis), agiz boslugundaki kommensal (karsilikli fayda

saglayan) iliski gosteren mikrofloranin dengesinin patojen mikroorganizmalar lehine

29



bozulmasiyla olugsmaktadir (Scully ve ark., 2008). Agiz kokusunun sebebi pek ¢ok
hastalik olabilmektedir ancak asil neden agiz boslugundaki mikrobiyal dengenin
patojenler lehine bozulmasidir. Gidalarla alinan ya da tiikiiriikte bulunan proteinlerin
anaerobik patojenlerin etkisiyle parcalanarak kiikiirtlii bilesenlerin olusumu agiz
kokusuna yol agabilmektedir. Kang ve arkadaslar1 in vitro ve in vivo olarak Weissella
cibaria'min F. nucleatum‘un olusturdugu ugucu kiikiirt bilesiklerinin (VSC) tiretimini
inhibe ettigini gostermislerdir. VSC’nin azalmasindaki mekanizma, F. nucleatum’un
faaliyetlerini inhibe eden durum W. cibaria tarafindan iiretilen hidrojen peroksittir. Agiz
probiyotigi i¢in aday olan mikroorganizmalardan S. salivarius’un, VSC iizerinde inhibe
edici etkisi gosterilmistir.

Burton ve arkadaslar1 (2005), S. salivarius susu olan K12’nin halitoziste etkili
olan gram pozitif bakteri tiirlerini inhibe eden bilesikler ve bakteriyosin trettigini
bildirmislerdir. Probiyotiklerin diizenli kullanim1 halitozisi Onlemeye yardimci
olabilmektedir (Kang ve ark., 2006). Probiyotik kullaniminin halitosiste etkili oldugu
bildirilmis ancak bakteri karisimi yazarlar tarafindan agiklanmamistir (Henker ve ark.,
2001; Kang ve ark., 2006). Keller ve arkadaslar1 (2012), probiyotik laktobasilleri
kullanarak (L. reuteri DSM 17938 ve L. reuteri ATCC PTA 5289) yaptiklari ¢alismada
probiyotik sakizlarin agiz kokusu iizerinde faydali bir etkiye sahip oldugunu ortaya
koymuslardir. Jamali ve arkadaslar1 (2016), yaptiklar1 ¢alismada klorheksidin ile agiz
hijyenini sagladiktan sonra probiyotik uygulamanin, daha uzun siirelerle agiz kokusu
siddetini azaltabilecegini ortaya koymuslardir. Iwamoto ve arkadaslart (2010),
probiyotik laktobasil L. salivarius WB21 uygulamasi ile esas olarak fizyolojik halitozu
azalttigin1 gostermislerdir. Yoo ve arkadaslar1 (2017), agiz kokusunu gidermek i¢in

probiyotik kullanilmasini desteklemektedirler.

2.2.8. Probiyotiklerin yan etkileri

Cesitli in vivo ve in vitro ¢aligmalara gore, pek ¢ok agiz hastaliginin tedavisinde
ve Onlenmesinde probiyotiklerin faydal etkisinin oldugu dogrulanmistir. Simdiye kadar
yapilan klinik arastirmalarda genel agiz saglhigina ciddi yan etkileri olmadigi rapor
edilmistir.

Lactobacillus ve Bifidobacterium organizmalarinin neden oldugu enfeksiyon
vakalar1 ¢ok nadirdir ve enfektif endokardit ve bakteriyeminin, vakalarm %0,05-

%0,4’tinii olusturdugu zannedilmektedir. Vaka sunumu olarak iki immiinosiipresif
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hastada fungemi ve probiyotik kullanan iilseratif kolitli iki hastada Saccharomyces
boulardi’ye bagl ishal alevlenmesi bildirilmistir (Riquelme ve ark., 2003). Probiyotik
bakterilerin, antimikrobiyal, mukozal ve sistemik immiiniteyi aktivite edici, epitel
fonksiyonlarini iyilestirici etkilerinin gosterilmesi, klinik tipta probiyotiklerin kullanimi
ile ilgili yeni bir donemi baglatmistir. Bugilin probiyotiklerin, ¢ocuklarin enfeksiyoz
ishallerinde, tekrarlayan C. difficile enfeksiyonlarinda ve postoperatif enfeksiyonlarinda
terapotik  kullanimlarin1  destekleyen birinci diizey veriler bulunmaktadir. Diger
gastrointestinal enfeksiyonlarda, postoperatif bakteriyel translokasyonu engellemekte ve
IBH’da probiyotik kullanimin1 destekleyen ikinci diizey veriler elde edilmistir.
Saavedra ve arkadaslar1 (2004), B. lactis ve S. thermophilus iceren bir formiilii
bebeklerde wuzun siireli olarak denemislerdir ve herhangi bir yan etki
gbézlemlememislerdir. Ancak son yillarda, tim probiyotik bakterilerin benzer etkileri
olmadigi ortaya ¢ikmustir.

Probiyotik olarak kullanilacak strainlerin toksin tiretimi, hemolitik ve metabolik
aktivite, insanlarda yan etkiler, antibiyotik duyarlilig1 gibi bazi parametrelerden gegmesi
gerekmektedir (Senok, 2005). Probiyotiklerin kullaniminda, uygulanmadan 6nce daima
bir yarar/zarar analizine tabi tutulmalidir. Saglikli insanlar herhangi bir riskle
karsilagsmazlar. Gidalarda ve takviye olarak probiyotiklerin giivenli bir sekilde
kullanilmasinin uzun bir ge¢gmisi vardir ve risk faktorii yoksa probiyotik kullanimi genel

olarak giivenilir (GRAS) kabul edilmektedir (Floch ve ark., 2013).

2.2.9. Prebiyotikler

Prebiyotik, barsaktaki bazi mikroorganizmalarin artisint ve faaliyetlerini segici
olarak destekleyen, insan ya da hayvan saghigini olumlu yonde etkileyen,
sindirilemeyen kisa zincirli karbonhidratlar olarak tanimlanabilmektedir. Prebiyotikler
bagisaktaki yararli mikrobiota (Lactobacillus, Bifidobacterium gibi) tarafindan segici
olarak kullanilirken toksin iireten Clostridium’lar, proteolitik Bacteriodes’ler ve
toksijenik E. coli gibi potansiyel patojen mikroorganizmalarin ¢ogalmasini da
engellemektedir (Gibson ve Roberfroid, 1995). Prebiyotik &zellik tagiyan bir besin
bileseni; sindirime direngli olup, bagirsak mikrobiotast tarafindan hidroliz
edilebilmektedir. Prebiyotik bir bilesen, segici olarak bir veya birkag bakterinin
cogalmasimi uyarabilmektedir. Ve konak¢inin sagligi iizerinde olumlu etkiler meydana

getirmektedir. Prebiyotik besin bilesenleri arasinda iniilin, laktosiikroz, laktuloz,
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fruktooligosakkaritler, galaktooligosakkaritler, glikooligosakkaritler vb sayilabilir.
Hindiba (Cichorium intybus) ve enginar prebiyotikten zengindir. Hindibada %15-20
iniilin ve %5- 10 oligofruktoz bulunmaktadir. Besinlerin ¢ogunda bulunan iniilin
hindiba kaynaklidir ya da siikrozdan sentez edilmektedir. Oligofruktoz iniilinin kismen
hidrolize edilmis seklidir. Diger prebiyotik kaynaklar arasinda bugday, arpa, ¢avdar,
sogan, sarmisak, muz, kuskonmaz ve pirasa sayilabilir (Gibson ve Roberfroid, 1995;
Gibson, 2000; Langlands 2004; Manning, 2004).

Prebiyotiklerin kolon mikrobiotasi, bagisiklik fonksiyonlari, mineral kullanimi,
lipid metabolizmas: iizerinde yararli ve kolon kanseri gelisimini Onleyici etkileri
bulunmaktadir (Manning, 2004; Brannon, 2003).

Probiyotik ve prebiyotikler birlikte kullanildiginda ikisinin sinerjik etkisinden
yola ¢iklilarak “sinbiyotik” olarak adlandirilirlar. Bu sekilde uygulama ile
probiyotiklerin sindirim kanalinda hayatta kalabilmeleri desteklenir, bdylece
bakterilerin yasam siireleri uzamaktadir ve probiyotikler kolonda daha iyi kolonize
olmaktadir (Bruzzese ve ark., 2006; Ewaschuk ve Dieleman 2006; Fedorak ve Madsen
20044, 2004b).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Orneklerin alinmasi
Calismada izolasyon materyali olarak kullanilan tiikiiriik 6rnekleri, agzinda dolgu
ve ¢liriik olmayan, tesadiifi yontemle secilen 15-18 yas araliginda, 12’si kiz, 18’1 erkek

30 lise ogrencisinden steril falkon tiiplere tiikiirtiilerek alinmistir ve ayn1 giin analize

alimustir.

3.1. 2. Besi ortamlari
3.1.2.1. MRS agar (Lactobacillus Agar acc. To DEMAN, ROGOSA and SHARPE)
Diamonyum hidrojen sitrat 2g, Dipotasyum hidrojen fosfat 2g, Glikoz 20g,
Magnezyum siilfat 0,2g, Mangan siilfat 0,049, Et ekstraktt1 8g, Pepton 10g, Sodyum
asetat 5g, Maya ekstrakt1 4 g, Tweena 80 ml, Agar 14 g, Distile su 1000 ml.
Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 5,7+0,2’ye ayarlanmis ve
121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

3.1.2.2. MRS agar % 6,0 tuz ilaveli

Daha oOnce igerigi verilen MRS agar besiyeri igerisine 60gr/1000 ml olacak
sekilde sodyum Kkloriir eklenerek, igerik distile suda ¢oziildiikten sonra 121°C’de 15

dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

3.1.2.3. MRS agar %7,5 tuz ilaveli

Daha once igerigi verilen MRS agar besiyeri icerisine 75gr/1000 ml. olacak
sekilde sodyum Kkloriir eklenerek, igerik distile suda ¢oziildiikten sonra 121°C’de 15
dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

3.1.2.4. MRS agar %10 tuz ilaveli

Daha once igerigi verilen MRS agar besiyeri igerisine 100gr/1000 ml olacak
sekilde sodyum kloriir eklenerek, igerik distile suda ¢oziildiikten sonra 12 °C’de 15
dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
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3.1.2.5. MRS broth

Dipotasyum hidrojen fosfat... 2 g
Glikoz ....20 g

Magnezyum siilfat heptahidrat ...0,2 ¢
Mangan siilfat tetrahidrat... 0,05 g

Et ekstrakt1 ....8 g

Pepton ...10 g

Sodyum asetat trihidrat.... 5 g
Triamonyum sitrat.... 2 g

Yeast ekstraktt1 ....5 g

Distile su ...1000 ml

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 6,2+0,2’ye ayarlanmig, 1 ml

Tweene 80 eklenmis ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

3.1.2.6. M 17 agar

Soya Pepton ...5,0 g

Et Pepton....2,5¢g

Kazein Peptone ..2,5 g

Maya extract.. .2,5 ¢

Et Extract ...5,0 g

Laktoz monohidratt ... 5,0 g

Askorbik asit ...0,5 g

Sodyum B-glycerophosphate ....19,0 g

Magnezyum sulfat ...0,25 g

Agar-agar ...12,75 g

Distile su ...1000 ml

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 7,1+£0,2’ye ayarlanmis ve
121°C de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

3.1.2.7. Mueller hinton agar

Sigir eti-kalp ekstrakti....4 g
Kazein hidrolizat..... 17,5 g
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Nisasta ....1,5 g

Agar....17 g

Distile su ....1000 ml

Besiyeri icerigi distile suda ¢o6ziildiikten sonra, pH 6,8+0,2’ye ayarlanmigve

121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

3.1.2.8. Beyin kalp infusion (BHI) yumusak agar (53286, Sigma)

Sigir kalbi.... 5 g

Dana beyni .....12,5 g

Di sodyum hidrojen fosfat .....2,5 g

Glikoz (D+) ....2 g

Pepton .....10 g

Sodyum klortir.... 5 g

Agar...7 g

Distile su .....1000 ml.

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 7,4+0,2’ye ayarlanmis ve
121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

3.1.2.9. Nutrient broth agar (N 9405, Sigma)

Et ekstrakt1 ....3 g

Pepton .....5 g

Agar..... 14 g

Distile su .....1000 ml

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 6,8+0,2’ye ayarlanmis ve
121°C de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

3.1.2.10. Nutrient broth yumusak agar (N 9405, Sigma)

Et ekstrakti.....3 g
Pepton....5 g
Agar....7 g

Distile su ....1000 ml

35



Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 6,8+0,2’ye ayarlanmis ve
121°C de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

3.1. 2.11. Ug¢ sekerli demir agar (1.03915, Merck)

Pepton (kazein den) ...15 g

Pepton (etden) ...5 g

Et ekstrakt1 ...3 g

Maya ekstrakt1 ...3 g

Sodyum klortir... 5 g

Laktoz ....10 g

Sukroz ....10 g

D (+) Glikoz ....1 g

Demir 3 amonyum sitrat ....0,5 g

Sodyum tiyosiilfat.... 0,5 g

Fenol kirmizisi ....0,024 g

Agar....12 g

Distile su .... 1000 ml

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildikten sonra, pH 7,4+0,2’ye ayarlanmustir.
Icerigin tam olarak homojen hale getirilmesi icin besiyeri kaynatilmis ve test tiiplerine
15 ml koyularak 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Otoklavdan ¢ikan
tipler egimli bir zemin iizerine yatirilarak dondurulmus ve yatik agar seklinde

kullanilmistir.

3.1.2.12. MR-VP broth (Merck 1.05712) methyl-red voges-proskauer broth

Pepton (etten).....7 g

D-Glikoz...... S5¢g

Dipotasyum fosfat ....5 g

Distile su ......... 11t

Besiyeri igerigi distile suda c¢ozildikten sonra pH 6,9+£0,2’ye ayarlanmus,
121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
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3.1.2.13. Mitis salivarius agar

Kasein...15 g

Hayvansal doku extrakti ............ 5¢g

Siikroz. ........... 50g

Dekstroz ....1 g

Dipotasyum fosfat ......... 49

Tiripan Blue...0,075 g

Kristal Violet ......... 0,0008 g

Agar....15¢

1% Potasyum Tellurite, ...1 ml

Distile su ...1 1t

Besiyeri igerigi distile suda ¢o6ziildikten sonra pH 7,0+0,2’ye ayarlanmus,
121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

3.1.2.14. Kanh agar

Papaik hazmedilmis soya unu... 5 gr

Pankreatik kazein...15 gr

Agar...15 gr

Distile su ...1000 ml

NaCl...5 gr

Steril edilen ve 50°C'ye sogutulan bu bilesime; Defibrine koyun kani (70 ml)
eklenerek. Distile suda, kazein, soya unu, tuz ve agar karistirilir. Isitilarak kaynamasi ve
erimesi saglanir. 121°C'de 15 dk tutulup sterilize edilerek, pH=7,3'e ayarlanir. 50°C'ye
sogutulup ve %>5-7 defibrine koyun kani eklenmistir. Petri plaklarina dagitilip

kullanilmistir.

3.1.3. Kullanilan boyalar
3.1.3.1. Kristal violet
Kristal violet ..2,0 g

Etil Alkol (% 95) ..20 ml
Amonyum Oksalat ..0,2 ¢
Distile Su.. 20 ml
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Kristal violet, 10 ml etil alkol igersinde ¢oziildiikten sonra iizerine ayr1 bir erlende
20 ml distile su igerisinde ¢Oziinmiis olan amonyum oksalat eklenmistir. Karisim

filtreden gecirilerek kullanilmistir (Speck ve ark., 1976).

3.1.4. Kullanilan cozeltiler
3.1.4.1. Fizyolojik tuzlu su

Sodyum klortir 8,5 g
Distile su 1000 ml
Fizyolojik tuzlu su c¢ozeltisi sodyum kloriir distile su igersinde c¢oziilerek

kullanilmistir (Tamer ve ark., 1989).

3.1. 4.2. %20’lik gliserol ¢ozeltisi

Gliserol 20 mi

Distile su 80 ml

Gliserol ve distile su kanstirtlip 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril
edildikten sonra kullanilmistir (Akgelik ve ark., 2000).

3.1. 4.3. Metil kirmizist ¢ozeltisi

Metil kirmizist..1g
600ml alkol
400 ml distile su

Metil kirmizisi alkol ve su igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.

3.1.4.4. Laktik asit miktar tayini icin standart ¢ozelti

Saf laktik asit sollisyonundan sirasi ile 1, 3, 8, 10, 12, 16 mg/ml olacak sekilde
ayrt ayrt 5 ml’lik MRS broth ortami igeren tiiplere ilave yapilarak hazirlanmistir

(Mumcu, 1997).

3.1.4.5. Laktik asit miktar tayini icin A ¢ozeltisi
Baryum kloriir 98,75 g, Distile su 1000 ml

Cozelti baryum kloriir (BaCl2 2 H20) distile su icerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra
kullanilmistir (Mumcu, 1997).
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3.1.4.6. Laktik asit miktar tayini icin B ¢ozeltisi

Sodyum hidroksit 26,4 g, Distile su 1000 ml
Sodyum hidroksit (NaOH) distile su igerisinde ¢oziilerek 0,66 N NaOH
hazirlanmistir (Mumcu, 1997).

3.1.4.7. Laktik asit miktar tayini icin C ¢ozeltisi

Cinko siilfat 225 g, Distile su 1000 ml
Cozelti Cinko siilfat (ZnSO4 7H20) distile su igersinde ¢oziilerek kullanilmistir
(Mumcu, 1997).

3.1.4.8. Laktik asit miktar tayini igin renk ayract

Demir kloriir 5 g, Hidroklorik asit 12,5 ml, Distile su 87,5 ml
Demir kloriir 1 N, 12,5 ml hidroklorik asit (HCIl) igerisinde ¢ozdiiriilmiis ve
karisim distile su ile 100 ml’ ye tamamlanmistir. Laktik asit miktar tayini i¢in kullanilan

renk ayiraci, kullanilacagi zaman taze olarak hazirlanmistir (Mumecu, 1997).

3.1.4.9. Hidrojen peroksit tespiti icin standart ¢ozelti

0,1 ml saf (% 35) hidrojen peroksit alinip distile su ilavesi ile 30 ml’ye
tamamlanmistir. Daha sonra bu ¢6zeltiden 1 ml baska bir erlene alinmis ve tekrar

distile su ile 30 ml’ye tamamlanmistir (Mumcu, 1997).

3.1.4.10. 1 N H2SOs4 ¢ozeltisi
Sulfiirik asit 1,67 ml, Distile su 100 ml

Saf siilfiirik asitten distile su ilavesi ile 1 N olacak sekilde ¢ozelti hazirlanmistir

(Mumcu, 1997)

2.1.4.11. Amonyum molibdat ¢ézeltisi

Amonyum molibdat 0,12 g, Distile su 100 ml
Cozelti amonyum molibdat ( (NH2)sMo07024 ) distile su igersinde ¢oziilerek

hazirlanmistir (Mumcu, 1997).
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2.1.4.12. Potasyum iyodiir ¢ozeltisi

Potasyum iyodiir 16,6 g, Distile su 100 ml

Cozelti potasyum iyodiir (KI) distile su icersinde ¢oziilerek hazirlanmistir

(Mumcu, 1997).

3.1.4.13. Yapay tiikiiriik

900,1 et ekstrakti

%0,2 maya ekstrakti
%0,5 proteoz pepton
%0,25 hog gastrik doku
6,0 mmol/l NaCl

1,8 mmol/l CaCl 2

2,7 mmol/l KCI

121°C’de 20 dakika otoklavlandiktan sonra bu karistmin 100 ml’sine 0,45 um

steril filtreden gecirilerek sterilize edilmis olan %40’lik iire cozeltisinden 125 pl

eklenmistir (Guan ve ark., 2001).

3.1.4.14. Fosfatla tamponlanmis salin (PBS)

KH2POa4............

Bilesenler 800 ml destile suda c¢oziilmiis ve pH’st 7,4+0,2 olacak sekilde
ayarlanmigtir. Karigimin hacmi 1000 ml’ye tamamlanarak 121°C’de 20 dakika
sterilizasyon yapilmistir (Sambrook ve ark., 1989).

3.1.5. Kullanilan antibiyotikler

Sefotaksim , Siprofloksasin, Kloromfenikol, Gentamisin, Tetrasiklin,\VVankomisin,

Eritromisin, Klindamisin.
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3.1.6. Kullanilan test mikroorganizmalari

Tukiirik orneklerinden izole edilip saflagtirilan laktobasillerin Cizelge 3.1°de

verilen bakterilere kars1 antimikrobiyal aktivite gosterip gostermedigi belirlenmistir.

Cizelge 3.1. Antimikrobiyal aktivite tayininde kullanilan test mikroorganizmalar

Mikroorganizma Kiiltiiriin Temin Edildigi Yer Optimum
Gelisme
Sicakhig:
Bacillus cereus Anadolu Univ. Fen Fakiiltesi 30°C
Bacillus subtilis Anadolu Univ. Fen Fakiiltesi 30 °C
Escherichia coli Anadolu Univ. Fen Fakiiltesi 37°C
Enterococcus feacalis Anadolu Univ. Fen Fakiiltesi 37°C
Klebsiella pneumoniae Anadolu Univ. Fen Fakiiltesi 30°C
Listeria monocytogenes Anadolu Univ. Fen Fakiiltesi 30°C
Pseudomonas aeroginosa Anadolu Univ. Fen Fakiiltesi 30°C
Salmonella typhimurium Anadolu Univ. Fen Fakiiltesi 37 °C
Staphylococcus aureus Anadolu Univ. Fen Fakiiltesi 30 °C
Yersinia enterocolitica Anadolu Univ. Fen Fakiiltesi 37°C
Proteus vulgaris Anadolu Univ. Fen Fakiiltesi 37 °C
Streptococcus mutants Anadolu Univ. Fen Fakiiltesi 30 °C
Streptococcus mutants Anadolu Univ. Fen Fakiiltesi 30 °C
Streptococcus mutants Anadolu Univ. Fen Fakiiltesi 30 °C
Candida tropicalis Ondokuzmayis Univ. Tip Fakiiltesi 37°C
Candida albicans Ondokuzmayis Univ. Tip Fakiiltesi 37°C
Candida albicans Ondokuzmayis Univ. T1p Fakiiltesi 37°C

Calismalar sirasinda kullanilan test mikroorganizmalari uzun vadede %15’lik
gliserol igerisinde -80 °C’de, kisa siireli olarak ise +4 °C de nutrient broth igerisinde
saklanmistir. Kullanilan biitiin test mikroorganizmalari, analizlerden oOnce stoktan
cikarilarak canlandirilmig, saflik kontrolii yapilmis ve daha sonra testlerde

kullanilmistir.
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3.2. Metot
3.2.1. Orneklerin izolasyon icin hazirlanmasi

Izolasyon igin kullanilacak tiikiiriik 6rnekleri, 15-18 yas aras1 lise dgrencilerinden
steril falkon tiiplere tiikiirtiilerek alinmistir. Ayni giin igerisinde analize alinmistir. Bu
ogrencilere anket uygulanarak yas ve cinsiyetler1 belirlenmis; laktik asit bakterilerinin
bulunma siklig1 acisindan beslenme aliskanliklari, ekonomik durumlari, agiz sagligini
korumaya yonelik tercihleri incelenmistir. Ornek alman bireylere uygulanan anket
formu ¢izelge 4.1°de sunulmustur. Ogrencilerin beslenme aligkanliklari ve agiz sagligmi
korumaya yonelik tercihleri uygulanan ankete gore belirlenerek Cizelge 4.2°de

gosterilmistir.

3.2.2. Izolasyon

Alinan 6rnekler, laktobasilleri izole etmek i¢cin MRS agara, streptokoklar1 izole
etmek igin M 17 agara, 6ze ile ekilmistir. Ekim yapilan petriler 37°C’de %5 CO- igeren
karbondioksit etiiviinde, 2-3 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
koloni morfolojisi, gram reaksiyonlart ve katalaz aktiviteleri incelenmistir. Spor
olusturmayan, katalaz negatif, gram pozitif ¢ubuk ve kok sekilli bakteriler ayrilarak
caligmalarda kullanilmak tizere stoklanmistir. %20 gliserollii besiyeri bulunan ependorf

tiiplere alinarak -80°C’de saklamaya alinmustir.

3.2.3. izolatlarin tamimlanmasi
3.2.3.1. Gram boyama

Temelde bakterilerin hiicre ceperi gecirgenligi farki kullanilarak; bakterilerin
gram pozitif ve gram negatif seklinde iki gruba ayrilmasini saglayan Gram boyama
yontemi, dort farkli kimyasalin kullanimi ile gergeklestirilmistir. Boyama islemi igin
daha once saflastirma islemleri tamamlanmig olan izolatlar MRS agar petrilerinde ¢izgi
ekim yapilarak tekrar aktiflestirilmis ve calisma icin 24-48 saatlik taze kiiltiirler
kullanilmistir. Gram reaksiyonunun gozlemlenebilmesi i¢in; temiz bir lam {izerine bir
damla distile su damlatilmis, kat1 besiyerinde gelistirilmis olan kiiltiirden 6ze yardimi
ile alinan az miktardaki kiiltiir bu su icersinde emilsiifiye edilerek tiim lam ylizeyine
yayilmistir. Lam havada kurutulduktan sonra, ii¢ kez bek alevinden ge¢irilmek suretiyle

fiksasyon yapilmistir. Fiksasyonu gergeklestirilen preparat ilk olarak kristal viole ile
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boyanmis ve 1-1,5 dakika bekletilmistir. Preparat yiizeyindeki fazla boya distile su
yardimiyla giderildikten sonra liigol ¢ozeltisi tim lam yiizeyine yayilmis ve 1 dakika
bekletilmistir. Fazla boyanin yikanmasindan sonra preparat 10—15 saniyeligine %95°1lik
etil alkol ile muamele edilmis ve ardindan distile su ile tekrar yikanmistir. Son olarak
preparat 30 saniye siireyle, safranin ile boyanmistir. Ardindan fazla boya distile suyla
yikanarak preparat kurumaya birakilmistir. Hazirlanan preparat 11tk mikroskobunda
(Olympus, CHK, 3E 0357) immersiyon yag: kullanilarak 100’liik objektifte incelenmis
ve mevcut renge gore degerlendirme yapilmistir. Boyama sonucunda mor renkli gériilen
bakteriler gram pozitif, pembe renkli olanlar ise gram negatif olarak degerlendirilmistir
(Tamer ve ark., 1989).

3.2.3.2. Katalaz testi

Bakterilerde katalaz enziminin varligini ya da yoklugunu gosteren bu test, katalaz
enziminin ortamdaki hidrojen peroksidi su ve oksijene ayirmasi temeline
dayanmaktadir. Test kat1 veya s1vi ortamda uygulanabilmekte ve birkag¢ dakika icersinde
sonu¢ vermektedir. izolatlarin katalaz enzimine sahip olup olmadiklarini belirlemek
icin; kiltiirler agar petrilerinde gelistirilmis ve 24-48 saatlik taze kiiltiirler {izerine
birka¢ damla %3’lik hidrojen peroksit (H202) ilave edilerek gaz ¢ikisi olup olmadigi
gozlemlenmistir. Staphylococcus aureus test sirasinda pozitif kontrol olarak
kullanilmigtir. Sonugta gaz ¢ikisinin goriildiigii ornekler katalaz pozitif, digerleri ise

katalaz negatif olarak degerlendirilmistir (Akgelik ve ark., 2000).

3.2.3.3. Farkl tuz konsantrasyonlarinda gelisim

Elde edilen izolatlarin tuza karsi olan toleranslarinin belirlenmesi igin; sirasi ile
%6, %7,5 ve %10 oraninda tuz igeren MRS agar ortami hazirlanmis ve 2448 saatlik
aktif kiiltiirlerden bu ii¢ ortama inokiilasyon yapilarak izolatlar 2—7 giin siireyle
inkiibasyona birakilmistir. Izolatlarin farkli tuz konsantrasyonlarindaki gelisimi

derecelendirilerek sonuglar degerlendirilmistir (Holt ve ark., 2000).

3.2.3.4. pH; 3,9°da geligim
Izolatlarin yiiksek asitlige sahip ortamda gelisip gelismedigini belirlemek igin; 1M
HCl ve IM NaOH ile pH; 3,9’a ayarlanmig MRS broth besi ortami daha once
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tanimlandig sekilde hazirlanmigtir. Mevcut izolatlarin 2448 saatlik aktif kiiltiirlerinden
pH s13,9’a ayarlanmis MRS broth ortamina inokiile edilmis ve izolatlar 2—5 giin siireyle
optimum gelisme kosullarinda inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siireci sonunda
bulaniklik goriilen tiipler pozitif, bulaniklik goriilmeyen tiipler ise negatif olarak

degerlendirilmistir (Holt ve ark., 2000).

3.2.3.5. pH; 9,6°da gelisim

Izolatlarin pH 9,6°da gelisip gelismedigini belirlemek i¢in; 1M HCI ve 1M NaOH
ile pH 9,6’ya ayarlanmis MRS broth besi ortam1 hazirlanmistir. Mevcut izolatlarin 24—
48 saatlik aktif kiiltlirlerinden hazirlanan besi ortamina inokiilasyon yapilarak izolatlar
2-5 giin siireyle optimum gelisme kosullarinda inkiibasyona birakilmigtir. Belirtilen
siire sonunda bulaniklik goriilen tiipler pozitif, bulaniklik gériilmeyen tiipler ise negatif

olarak degerlendirilmistir (Holt ve ark.,2000).

3.2.3.6. Farkl sicakliklarda gelisim

Elde edilen izolatlarin farkli sicaklikara toleransinin belirlenmesi i¢in 2448
saatlik aktif kiiltiirlerden MRS agar petrilerine inokiilasyon yapilarak, 2—7 giin siireyle
4°C, 15°C ve 45°C’de inkiibasyona birakilmistir. Belirtilen siirenin sonunda kiiltiir
gelisimi kontrol edilerek farkli sicakliklarda gelisim degerlendirilmistir (Holt ve ark.,
2000) .

3.2.3.7. Hidrojen siilfiir olusumu

Bakterilerin sistin, sistein gibi kiikiirt iceren aminoasitlerden ya da siilfatlardan
hidrojen siilfiir (H2S) olusturup olusturmadiklarinin belirlendigi bu testte, tiiplere yatik
agar seklinde hazirlanmis olan {i¢ sekerli demir agar (TSI) ortami kullanilmistir. Test
igin, 24-48 saat siiresince MRS agar ortaminda gelistirilmis taze kiiltiirlerden 6ze ve
transfer ignesi yardimiyla TSI ortamina ekim yapilmistir. Ekimler transfer ignesi
aracilig1 ile dibe daldirma, tlipiin orta noktasindan gececek bir ¢izgi seklinde dibe kadar
ignenin sokulmasi ve 06ze yardimiyla yilizeye ekim seklinde gerceklestirilmistir.
Kiiltiirler 48—-96 saat optimum tireme kosullarinda inkiibasyona tabi tutulmustur. Pozitif
kontrol olarak Salmonella typhimurium kiiltiirti kullanilmistir. Hidrojen siilfiir pozitif

kiiltirlerde; bakteriler tarafindan iiretilen H2S besi ortaminda bulunan demir ile
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birleserek siyah renk olusturacag igin, dipte siyah renk olusumu pozitif sonug olarak
degerlendirilmistir. Bunun yan1 sira besi ortaminin da renk degisimi seker (sakkaroz ve
laktoz) kullanimini, besi ortaminin dip kisminin zeminden yukar1 dogru kalkmis olmasi

da glikozdan gaz olusumunu isaret etmektedir (Halkman, 2005).

3.2.3.8. Metil kirmuzist testi

Bu test, glikozun fermentatif metabolize olmasi sonucu besi yerinde organik
asitlerin meydana geldigini ve pH'nin diistiiglinii ortaya koymak igin yapilir. Metil
kirmizis1 ¢ozeltisi pH 6,0’da sar1 renk ve pH 4,4’den asagida kirmizi renk gdsterir.
Uremis kiiltiirlerden Clark ve Lubs besi yerine (MR/VP buyyonu) ekimler yapilarak
tiipler 37°C de 2-7 giin inkiibasyona birakilmistir. Uzerine 4-5 damla metil kirmizisi
¢ozeltisi ayira¢ damlatilarak ve iyice karistirilmistir. Ustte kirmizi renkli bir halkanin
meydana geldigi tiipler pozitif olarak, list tarafta sar1 bir halka ise negatif reaksiyon

olarak degerlendirilmistir.

3.2.3.9. Arjininden NH3s olusumu

Izolatlarin Arjininden amonyak olusturup olusturmadiklarini belirlemek icin 24—
48 saat sliresince MRS broth ortaminda gelistirilmis taze kiiltiirlerden kapakl tiiplerde
hazirlanan arjinin dihidrolaz broth besiyerine inokiilasyon yapilmistir. Tiiplerin agizlari
sikica kapatildiktan sonra, kiiltiirler optimum gelisme sartlarinda 7-9 giin siire ile
inkiibasyona birakilmistir. Arjinin dihidrolaz broth ortami igerisinde bulunan indikator
ortamda alkali madde bulundugu zaman saridan kirmizimsiya dogru bir renk degisimi
gostermektedir. Bu nedenle inkiibasyon siireci sonunda kirmizi-pembe renkte olan
tiipler pozitif, degismeden sar1 renkte kalan tiipler negatif olarak degerlendirilmistir
(Tamer ve ark., 1989; Papamanoli ve ark., 2003).

3.2.3.10. Izolatlarin API CHLS50 ile tanimlanmasi

APl CHL50 (bioMerieux) karbonhidrat fermentasyon testleri baz alinarak laktik
asit bakterilerinin tiir diizeyinde tanimlamasinda kullanilan bir sistemdir. Test hazir
olarak bulunan kitler araciligiyla iretici firmanin talimatlart  dogrultusunda
gerceklestirilmekte ve organizmalar kullandiklar1 karbonhidrat kaynaklarina gore

smiflandirilmaktadir. Kullanilan karbon kaynaklar Cizelge 3.2°de gosterilmistir.
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Tanimlamasi1 yapilacak olan izolatlar tek koloni diisecek sekilde MRS agar
ortamina ekilerek 24-48 saat inkiibe edilmistir. Tek kolonilerden alinarak yeniden MRS
agar ortamina ekim yapilarak 24-48 saat inkiibe edilmistir. Gelisen kiiltiirler steril 6ze
yardimiyla 2 ml’lik API siispansiyon ortamina aktarilmistir. 2 ml’lik API siispansiyon
ortaminda maksimum yogunluk elde edildikten sonra ortam sivisindan 5 ml’lik API
slispansiyon ortamina aktarim yapilmig ve bu ortamda Mc. Farland 2 yogunlugunu
saglayan s1vi miktar1 tespit edilmistir. Daha sonra 2 ml’lik API siispansiyon ortamindan
Mec. Farland 2 yogunlugunu saglayan sivi miktarinin 2 kati alinarak 10 ml APl CHL50
ortamina aktarilarak vortex yardimiyla homojen bir sekilde dagilmasi saglanmistir. Elde
edilen siispansiyon, toplamda 49 ¢esit olmak iizere her bir kuyucugu farkli karbon
kaynagi igeren Kkitlere aktarilmistir. Kuyucuklarin silispanse sivi ile doldurulmasi
isleminden sonra, yiizeyleri mineral yag ile kaplanmis ve kapaklari kapatilan kitler
30°C’de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siirecinde 24 ve 48. saatler sonunda
kuyucuklarda meydana gelen renk degisimleri baz alinarak sonuglar degerlendirilmistir.
Tanimlanmaya c¢aligilan izolat kuyucuklarda bulunan karbon kaynagmi kullandigi
zaman mevcut indikator nedeni ile renk degisimi meydana gelmektedir. Baslangigta
koyu mavi renkte olan kuyucuklardan sariya donenler pozitif, degismeden kalanlar
negatif olarak degerlendirilmistir. Pozitif ve negatif olarak degerlendirilen sonuglar
tiretici firma tarafindan optimize edilmis olan veri tabanina girilerek tiir tanimlamalari

gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.2. APl CHL50 Kullanilan karbon kaynaklar:

0 Galaktoz Laktoz Gentiobiose D-Arabitol
Gliserol Glukoz Melibioz D-Turanoz L-Arabitol
Eritritol Fruktoz Sukroz D- Lyxose Glukonat
D-Arabinoz Mannoz Trehaloz D-Tagatoz 2-keto-glukonat
L-Arabinoz Sorboz Inulin Eskulin 5-keto-glukonat
Riboz Rhamnoz Melezitose a-metil-D-mannosid Mannitol
D-Ksiloz Dulsitol Rafinoz a-metil-D-glukozid Sorbitol

L-Ksiloz Salisin Nisasta N-asetil-gliukozamin D-Fukoz
Adonitol Sellobioz Glikojen Amigidalin L-Fukoz

Inositol Maltoz Ksilitol Arbutin b-metil-D-ksilosid
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3.2.3.11. Izolatlarin dizi analizi ile tanimlanmast

izolatlarm  16S rRNA gen bolgesine gore dizi analizi 27F 5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3' ve 1492R 5'-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-
3’ evrensel primerleri kullanilarak BM Laboratuvar Sistemleri’ne yaptirilmistir. Elde
edilen dizi bilgileri BioEdit 7.0.5.3 dizi hizalama ve editleme programinda diizenlenmis
ve birlestirilmistir. Ardindan National Center for Biotechnology (NCBI) web sitesinde
bulunan GenBank veritabanindaki diger 16S rRNA dizileriyle Blast programi
kullanilarak karsilagtirilmis olup izolatlarin tiir diizeyinde tanilamasi yilizde benzerlik

orantyla belirlenmistir.

3.2.4. Metabolik turiinlerin belirlenmesi

Tiikiirtikten izole edilerek, laktobasil oldugu dogrulanan izolatlarin metabolik
tirtinlerinden laktik asit ve hidrojen peroksit tiretimi tayinleri yapilmistir. Calisma
esnasinda her ornek i¢in 4 okuma yapilmis ve bulunan absorbans degerleri (optik

yogunluk) regresyon dogrusuna gore degerlendirilerek hesaplanmustir.

3.2.4.1. Laktik asit iiretiminin tayini

Izolatlar 5 ml MRS broth besiyerinde gelistirilmis ve bu aktif kiiltiirden yeniden
olan 5 ml MRS besi ortamina %1 oraninda inokiilasyon yapilmistir. Kiiltiirler optimum
gelisme kosullarinda 48 saat inkiibasyona birakilmis ve laktik asit miktar tayininde bu
kiiltiirler kullamilmustir. Calisma ¢ift paralel olarak gergeklestirilmistir. Inkiibasyondan
sonra kiiltiirlerin {izerine siras1 ile 2 ml A ¢ozeltisi (Bknz 3.1.5), 2 ml B ¢ozeltisi, (Bknz
3.1.6), son olarak da 2 ml C ¢6zeltisi (Bknz 3.1.7) eklenmistir. Her ¢6zelti eklendikten
sonra Ornekler vorteks yardimi ile tlipler iyice karigtirilmigtir. Daha sonra oOrnekler
Whatman 42 nolu filtre kdgidindan siiziilerek, siiziintiiden 1,5 ml alinip ayr1 bir erlene
aktarilmis ve distile su ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan c¢ozelti iyice
karigtirildiktan sonra bu ¢ozeltiden 10 ml alinarak ayri bir tiip icerisine alinmistir ve
alian ¢ozelti iizerine 1 ml renk ayiracit eklenmistir. Ayirag ilavesinden sonra drnekler
tekrar vorteks yardimiyla karnstirilmis ve 5 dakika silireyle oda sicakliginda
bekletilmistir. Bu siirecin sonunda berrak sar1 renk alan oOrnekler spektrofotometre

(Shimadzu, UV-2101PC) yardimiyla 400 nm dalga boyunda okunmustur. Elde edilen
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optik yogunluk (OD) degerleri, daha 6nceden hazirlanan, regresyon dogrusuna gore,
mg/ml cinsinde laktik asit miktarina (LAM) ¢evrilmistir (Mumcu, 1997).

Laktik asit miktarmin hesaplanabilmesi ig¢in regresyon dogrusu cikarilmistir.
Mumcu (1997)’nun yontemi kullanilmistir; saf laktik asit soliisyonundan 5 mI’lik MRS
broth ortami igeren tiiplere sirasi ile 1, 3, 8, 10, 12, 16 mg/ml olacak sekilde ayr1 ayri
laktik asit ilavesi yapilarak laktik asit miktar1 gittikge artan bir soliisyon serisi elde
edilmistir. Elde edilen serideki her tiip birer izolat gibi disiiniiliip, izolatlar igin
uygulanan islemler bire bir standart ¢ozeltilere de uygulanmis ve yine 400 nm dalga
boyunda spektrofotometrik o6lgtimler gergeklestirilmistir. Daha sonra elde edilen OD
degerleri ve bu degerleri saglayan laktik asit konsantrasyonlari grafik {izerine

yerlestirilerek regresyon dogrusu ¢ikarilmistir. Sekil 3.1°de ¢ikarilan regresyon dogrusu

verilmigtir.
Laktik asit miktar1 regresyon dogrusy =~ ¥~ 2.0286x+0.0312
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Sekil 3.1. Laktikasit miktar: regresyon dogrusu

3.2.4.2. Hidrojen peroksit (H202) iiretiminin tayini

Hidrojen peroksit tretimi tayin edilecek olan izolatlar 5 ml MRS broth

besiyerinde gelistirilmis ve bu aktif kiiltiirden tiiplere hazirlanmig olan 5 ml MRS
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broth ortamina %?2 oraninda inokiilasyon yapilmistir. Kiiltiirler 48 saat boyunca
optimum gelisme kosullarinda inkiibasyona tabi tutulmus ve hidrojen peroksit miktar
tayininde bu kiiltiirler lizerinde yapilmistir. Bu amagla Mumcu (1997)’nun yontemi
kullamlmistir. Calisma c¢ift paralel olarak gerceklestirilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda kiiltiirlerin {izerlerine 5 ml ditile su eklenerek kiiltiirler 5000 rpm de 15 dakika
stireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi iistte olusan berrak sivi alinarak Whatman
42 nolu filtre kagidindan siiziilmiistiir.

Siiziintiiniin 4 ml’si ayr1 bir tiipe alinarak tizerine sirasi ile 0,5 ml siilfiirik asit, 0,5
ml amonyum molibdat ve 0,5 ml potasyum iyodiir ¢ozeltisi ilave edilmis, her kimyasal
ilavesinden sonra Ornekler vorteksle karistirilmistir. Elde edilen sivinin 350 nm dalga
boyunda spektrofotometre de (Shimadzu, UV-2101PC) optik yogunluklar
belirlenmistir. Elde edilen optik yogunluk (OD) degerleri; daha 6nceden hazirlanan,
regresyon dogrusuna gore pg/ml cinsinde hesaplanmistir (Mumcu, 1997).

izolatlarin iirettigi hidrojen peroksit miktarmin hesaplanabilmesi Mumcu (1997)’

nun yontemi kullanilarak regresyon dogrusu ¢ikarilmistir (Sekil 3.2).

H,0, regresyon dogrusu (350nm)

1,2
! y=1,0219x-0,0425

1 R? = 0,9867

0,8 L 2 /
0,6

0,4 /

. ‘/ /

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
ng/ml

absorbans

Sekil 3.2. HoO, miktar: regresyon dogrusu

Regresyon dogrusu cikarmak ic¢in; 0,1 ml saf (% 35) hidrojen peroksit alinip

distile su ilavesi ile 30 ml’ ye tamamlanmistir. Daha sonra bu ¢6zeltiden 1 ml baska bir
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erlene alinmis ve tekrar distile su ile 30 ml’ye tamamlanarak standart ¢ozelti
hazirlanmistir. Elde edilen bu ¢ozelti bir izolat gibi diisiiniiliip, izolatlar i¢in uygulanan
islemler bire bir standart ¢ozeltiye de uygulanmis bu sayede hidrojen peroksit
regresyon dogrusu cikarilmistir. Regresyon dogrusundan hareketle 1 mg/ml hidrojen
peroksite karsilik gelen hidrojen peroksit degeri hesaplanmig Ve izolatlarin okunan
degerleri olusturulan regresyon dogrusu ile kiyaslanarak mg/ml cinsine g¢evrilmistir.
Cizelge 3.4’te izolatlarin iirettigi hidrojen peroksit miktarini hesaplamak i¢in ¢ikarilan

regresyon dogrusu verilmistir.

3.2.5. izolatlarin aside toleransinin belirlenmesi

Laktobasil izolatlarinin diisik pH degerlerine toleranslari arastirilmistir. Bu
amagla, pH 2,5’e¢ ayarlanmig 10 ml’lik MRS broth besiyerleri kullanilmistir.
Besiyerlerine her bir laktobasilden 10° kob/ml inokiile edilmistir. Kontrol igin
inokiilasyon yapilmayan besiyeri kullanilmistir. Inkiibasyonun 4. ve 24. saatlerindeki
degisimler 620 nm (OD 620)’de ol¢lilmiistiir. Canlilik testi i¢in inokiilasyonun 4. ve 24.
saatinde pH 2,5 olan besiyerlerinden 6rnek alinarak MRS agarda kontrolleri yapilmistir
(Jacobbsen ve ark.,1999).

3.2.6. izolatlarin hemolitik aktivitelerinin belirlenmesi

Hemolitik aktivitenin belirlenmesi amaciyla, 37 °C’de 18 saat gelistirilen
kiiltiirlerden kanli agar ortamina ¢izgi ekim yontemiyle ekim yapilmistir. Kontrol
bakterisi olarak E. coli kullanilmistir. 37 °C’de 24 saat inkiibasyondan sonra, kolonilerin
etrafinda, parlak-yesil zon olusturan koloniler a-hemolitik, berrak zon olusturanlar -
hemolitik, zon olusturmayanlar ise y-hemolitik olarak degerlendirilmistir

(Maragkoudakis ve ark., 2006).

3.2.7. Antibiyotik duyarhhik testi

Izolatlarin cesitli antibiyotiklere karsi olan diren¢ ve duyarlilik durumlarin
belirlemek i¢in Kirby-Bauer Disk-Difiizyon Metodu kullanilmistir. Calisma sirasinda
kullanilan antibiyotiklerin seciminde daha once bu konuda yapilmis olan mevcut

caligmalar temel alinmigtir. Caligma gift paralel olarak gerceklestirilmistir.
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Antibiyotik direnclilik degerlendirmesi yapilacak olan izolatlarin MRS agar
petrilerinde gelistirilmis olan 2448 saatlik aktif kiiltiirlerinden alinarak 1 ml fizyolojik
tuzlu su igersinde diliisyonlar1 hazirlanmistir. 1 ml fizyolojik tuzlu su ile Mc Farland
No: 0,5 (108 kob/ml) bulanikligma ayarlanmistir. Hazirlanmis olan diliisyonlarm her
birinden 0,5 ml alinarak daha dnceden hazirlanmis ve petrilere aktarilmis olan Miiller
Hinton agar ortamina, steril kosullar altinda yayma plaka yontemiyle ekim yapilmistir.
Ekim yapilan petriler, steril kosullarda, kapaklar1 agik bigimde 5-10 dakika siireyle
bekletilerek ylizeylerinin kurumasi saglanmistir. Ardindan ticari olarak satilan ve
belirlenmis olan antibiyotik diskleri petrilere steril kosullarda, aralarinda en az 1,5 cm
bosluk olacak sekilde yerlestirilmistir. Disklerin yerlestirilmesi isleminden sonra petiler
10-15 dakika siireyle bekletilmis ve sonrasinda test organizmasinin optimum gelisme
kosullarinda 24-48 saat siire ile inkiibasyona birakilmigtir. Bu siirenin sonunda
petrilerde olusan inhibisyon zon c¢aplar1 Ol¢lilmiis ve degerlendirme yapilmistir
(Anonim, 1997; Rollins ve Joseph, 2000; Halami ve ark., 2000).

3.2.8. Antimikrobiyal aktivite tayini

Tiikirik orneklerinden izole edilen laktobasillerin, Cizelge 3.1.’de belirtilen

mikroorganizmalara karsi, antimikrobiyal aktivitesi kuyucuk yontemi ile belirlenmistir.

3.2.8.1. Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi

Tiikiirtik orneklerinden i1zole edilip saflastirilan laktobasiller, MRS broth igeren
tiiplere ekilerek 48 saat siireyle optimum kosullarda gelistirilerek aktif hale getirilmistir.
Daha sonra aktif kiiltiirlerden %1 oraninda alinarak tekrar MRS broth iceren tiiplere
inokiilasyon yapilmistir. Aktarimi yapilan kiiltiirler 48 saat siireyle optimum gelisme
kosullarinda inkiibasyona tabi tutulmus ve bu kiiltiirler ¢alisma igin kullanilmistir.
Miiller Hinton agar besiyeri ve 7 ml’lik tiiplerde yumusak BHI agar (% 0,7 agar igeren
BHI Agar) besiyerleri hazirlanmistir. Petrilerdeki Miiler Hinton agara 3mm c¢apinda
delikler acilmistir. A¢ilan deliklere hazirlanan LAB kiiltiirlerinden 80-90 ul eklenmistir.
Hazirlanan yumusak BHI Agar besi ortamlar1 45 °C’ ye kadar sogutulduktan sonra besi
ortamina; test bakterisinin Nutrient broth ortaminda hazirlanmis ve Mc Farland No: 0,5
(108 kob/ml) gore yogunlugu ayarlanmis sivi kiiltiiriinden 10 ul inokiile edilmistir. Besi

ortam iyice karistirildiktan sonra, Miiller Hinton Agar besiyerinin iizerine dokiilmiistiir.
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Petriler igerdikleri test mikroorganizmasinin optimum gelisme sicakliginda 24 saat
siireyle inkiibasyona tabi tutulduktan sonra, sonuclar; laktik asit bakterileri etrafinda
olusan zonlarin c¢aplar1 oOlgiilerek degerlendirilmistir (Schillinger ve Liicke,1989).

Calisma her izolat igin ¢ift paralel olarak gerceklestirilmistir.

3.2.8.2. Siipernatantin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi

Tiikiirtik 6rneklerinden izole edilip saflastirilan laktobasiller, MRS broth igeren
tiplere ekilerek 48 saat siireyle optimum kosullarda (30°C’de aerobik, 30°C’de
anaerobik ya da 42°C’de aerobik kosullarda) gelistirilerek aktif hale getirilmistir. Daha
sonra aktif kiiltiirlerden %1 oraninda alinarak tekrar MRS broth iceren tiiplere 1 ml
inokiilasyon yapilmistir. Aktarimi yapilan kiiltiirler 48 saat siireyle optimum gelisme
kosullarinda inkiibasyona tabi tutulmus ve bu kiiltiirler ¢alisma i¢in kullanilmistir. MRS
broth icerisindeki LAB Kkiiltiirii 5000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenenek siipernatanlari
alinmistir. Alinan siipernatanlarin pH’s1 10 N NaOH ile pH 6,5’e ayarlanmistir ve 0,22
um steril seliiloz membran filtrelerden gegirilerek steril edilmistir. Miiller Hinton agar
besiyeri ve 7ml lik tiiplerde yumusak BHI agar (% 0,7 agar iceren BHI Agar) besiyerleri
hazirlanmistir. Petrilerdeki Miiler Hinton agara 3mm lik delikler agilmistir. Agilan
deliklere hazirlanan LAB siipernatanlarindan 80-90 pl eklenmistir. Hazirlanan yumusak
BHI Agar besi ortamlar1 45°C’ye kadar sogutulduktan sonra besi ortamina; test
bakterisinin Nutrient broth ortaminda hazirlannis ve Mc Farland No: 0,5 (108 kob/ml)
gore yogunlugu ayarlanmig sivi kiiltiiriinden 10 ul inokiile edilmistir. Besi ortami iyice
karistirildiktan sonra, Miiller Hinton Agar besiyerinin iizerine dokiilmiistiir. Petriler
icerdikleri test mikroorganizmasiin optimum gelisme sicakliginda (Cizelge 3.2.) 24
saat siireyle inkiibasyona tabi tutulduktan sonra, sonuglar; laktik asit bakterileri
etrafinda olusan zonlarin gaplan Olgiilerek degerlendirilmistir (Schillinger ve Liicke,

1989). Caligsma her izolat i¢in ¢ift paralel olarak gergeklestirilmistir.

Ayni iglemler siipernatantin pH degeri 6,5’e ayarlanmadan da yapilmistir.

3.2.9. Laktobasil izolatlarnin S. mutans’a karsi tutunma yiizeyleri icin

olusturdugu rekabetin dis yiizeyinde incelenmesi

Tutunma deneyleri icin Ondokuzmayis Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi

Ortodonti Anabilim Dali tarafindan saglanan saglikli dis Ornekleri kullanilmistir.
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Yumusak doku artiklarindan temizlenmis disler deney baslayincaya kadar serum
fizyolojik igerisinde bekletilmistir. Bu amagla iki farkli yontemden yararlanilmis ve

islemler iki defa tekrarlanmistir.

Birinci yontemde Erten’in kullandigr yontem uygulanmistir (Erten, 2005).
Deneyden once kullanilacak olan yapay tiikiiriik, fizyolojik tuzlu su (FTS) ve fosfatla
tamponlanmis salin (PBS) hazirlanmistir. Diger mikrobiyolojik malzemeler hazir olarak
kullantlmistir.

Dis ornekleri FTS (Fizyolojik tuzlu su) iginde 121 °C’de 15 dakika sterilize
edilmis ve deney giinii steril yapay tiikiiriik i¢erisinde 37 °C’de 30 dakika bekletilmistir.
Inkiibasyon sonunda steril pens ile alinan dis &rneklerinin steril kurutma kagidinda suyu
giderilmis ve aseptik sartlarda 3 dis bir falkonda olacak sekilde basglangi¢ sayisi bilinen
laktobasil siispansiyonunun igerisine birakilmistir. Dig ornekleri 4 saatlik inkiibasyon
sonunda steril pens ile alinarak baslangi¢ sayisi bilinen streptokok siispansiyonunun
icerisine birakilmigtir. Burada da 4 saatlik inkiibasyon tamamlandiktan sonra dis
orneklerinin suyu steril kurutma kagidinda giderilmis ve 10 ml’lik steril PBS igerisine
aktarilmistir. Dis ylizeyine tutunan hiicrelerin PBS ic¢ine dagilmasi i¢in 1 dakika siireyle
vorteksle hizla karistirilmistir. Buradan icerisinde PBS bulunan ependorf tiipler
kullamlarak 10%°ya kadar seri diliisyonlar hazirlanmistir. Laktobasiller i¢in MRS agar
besiyerine ve streptokoklar icin MS agar besiyerine damla kiiltiir yontemiyle ekim
yapilmigtir (Karahan ve ark., 2002). 37 °C’de 48 saat inkiibasyondan sonra sayim
yapilarak sayim sonuglar1 degerlendirilmistir.

Bu deneye paralel olarak baslangi¢ laktobasil ve streptekok yogunluklarinin
belirlenmesi amaciyla bakteri kiiltiiriiniin bulundugu falkonlar 5000 rpm’de 5 dakika
santriifiijlenerek PBS ile iki kez yikanmustir. Pellet 10 ml PBS ile sulandirilarak 101%°a
kadar diliisyonlar hazirlanmistir. Laktobasiller icin MRS agara streptokoklar i¢in MS
agara damla kiiltiir yontemiyle ekimler yapilarak baglangi¢ bakteri yogunluklar
belirlenmistir.

Ikinci yontemde ise aktif haldeki laktobasil kiiltiirinden 10 ml’lik MRS sivi
besiyerine streptokoklardan ise BHI s1v1 besiyerine %2 oraninda inokiile edilmis ve 37
°C’de 16-18 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda hiicreler 5000 d/dk’da
5 dakika santrifiij edilerek pellet iki kez steril PBS ile yikanmistir. Her yikamadan sonra
santrifiij islemleri tekrarlanmistir. Pellet tekrar 5 ml PBS i¢inde siispanse edilerek dis

yiizeyinde laktobasillerin streptokoklara karsi etkilerinin incelenmesi amaciyla yapilan
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denemelerde kullanilmustir. Dislerin kuron kisimlarinda 25 mm?lik bir alan isaretlenmis
ve bu alanin digindaki kisimlar otoklav bandi ile kaplanmaigstir. Dislerin her biri ayr1 petri
kutularinda steril edilmistir. Belirlenen alanlara baslangi¢ hiicre konsantrasyonu bilinen
laktobasil siispansiyonundan 20 ul aktarilarak 37 °C’de 30 dakika inkiibasyona
birakilmustir. Isaretlenmis bolge tamamen kuruduktan sonra steril FTS ile yikama
yapilmis ve ayni alana baslangic hiicre konsantrasyonu belli olan streptokok
stispansiyonundan 20 pl aktarilmistir. 37 °C’de 30 dakika inkiibasyondan sonra disler
steril FTS ile yitkanmistir. Daha sonra disler steril FTS i¢ine alinarak hizlica karistirilmis
ve seri dillisyonlar yapilarak laktobasiller icin MRS agar besiyerine, streptokoklar i¢in
ise MS agar besiyerine damla kiiltiir yontemiyle ekim yapilmistir. 37 °C’de 48 saat

inkiibasyon siiresinden sonra sayim yapilarak sonuclar degerlendirilmistir.

3.2.10. Laktobasil varhginda dis yiizeyine tutunan S. mutans sayisinin,
laktobasillerin olusturdugu laktikasit miktari, hidrojen peroksit miktar1 ve pH ile
korelasyonunun arastirilmasi

Laktobasil izolatlarinin irettikleri laktik asit miktarlari, hidrojen peroksit
miktarlar1 ve pH (Bknz. Cizelge 4.9) ile laktobasil varliginda dis ylizeyine tutunan S.
mutans sayist (Bknz. Cizelge 4.12) arasinda korelasyonun olup olmadigi SPSS

analiziyle belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Ornek Alinan Bireylere Ait Bilgiler

Calismada kullanilan tiikiiriik 6rnekleri agzinda dolgu olmayan tesadiifi yontemle

secilen, 30 (12’si kiz, 18’1 erkek) lise dgrencisinden alinmustir. Ornek alinan bireylere

uygulanan anket formu Cizelge 4.1.°de sunulmustur. Ogrencilerin beslenme

aliskanliklar1 ve agiz sagligini korumaya yonelik tercihleri uygulanan ankete gore

belirlenerek Cizelge 4.2’de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Ornek alinan bireylere uygulanan anket formu

Ad1 Soyadr :

Cinsiyeti

Yast:

Son alt1 ay i¢inde herhangi bir tedavi gordii mii?

Son ii¢ ay i¢inde kullandig: ilaglar (6zellikle antibiyotikler)

Dis firgalama siklig1 nedir?

1
2
3. Dis firgalama aligkanligt var m1?
4
5.

Diger dental hijyen araglarindan herhangi birini kullaniyor mu?
a. Dis ipi b. Arayiiz firgasi ¢.Koprialti ipi d.Agiz ¢alkalama soliisyonlar1 e. Diger

6. Xiylitol igeren irtinleri kullantyor mu?
7

Kot aligkanliklar: var m1? — a. Alkol b. Sigara c. Diger

8. Tiiketilen besinler

Et ve iiriinleri Az Tiketiyor Orta derece | Cok Tiiketiyor | Tiketmiyor

tiiketryor

Hamur igi  ve

Tatlilar

Meyve ve sebze

Icme siitii

Peynir

Yogurt

Dondurma ve
diger siit uiriinleri

9.En son (ne zaman) tiiketilen siit {iriinii ve miktart:

10. Ailenin gelir durumu a.normal b. yliksek c. diisiik

Adres ve Tel. no:
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Cizelge 4.2. Bireylerin beslenme aliskanliklar: ve agiz saghgini korumaya yonelik tercihleri

N | E H|MS |S P Y D En son tiiketilen siitlii | Dis fircalama
0 gidalar siklig1

1 |C C|C N N N Onceki aksam siitlii tatl Ara sira

2 |A |A|A |N N | C N | Onceki giin yogurt Giinde 2 kez
3 |N |A|N - C N C Onceki giin yogurt Ara sira

4 |C |N|C N N N C Onceki giin yogurt Ara sira

5 |C |C|N A C N C Onceki giin siitlag Giinde 2 kez
6 |N |N|N A C N N Onceki aksam bir bardak siit | Sabah-aksam
7 1C |C|C A A N C Onceki giin siitlag Sabah-aksam
8 |A |A|N N N C N Onceki aksam bir bardak siit | Giinde 3 kez
9 IN |C|C C C C N Onceki aksam yogurt Giinde 2 kez
10|N |C|A ¢ N N C Her sabah siit Nadir

11 |A |[N|C N N N C Onceki aksam ayran Nadir

12|C |N|C N N N N Onceki giin ayran Giinde 2 kez
13|N |C|C C N C C Onceki giin ayran Giinde 1 kez
14|C [N|N - C C C Hatirlamiyor Gilinde2-3kez
I5|N [A|C A C C C Sabahbir parga peynir Giinde 2 kez
16 | N N[N N C C C hatirlamiyor Giinde 2 kez
17| N [A]|N N N A N hatirlamiyor Giinde 2 kez
18| N |N|N N N A N 2 saat énce dondurma Giinde 2 kez
19| N |[C|C C C C A Sabah 2 bardak siit Giinde 2 kez
20 | N N | N N C C C Onceki giin kakao siit Giinde3 kez
21| C | C|C C C C C 2 bardak siit 3 giinde bir
22 | - CI|N N C C C hatirlamiyor Giinde 2 kez
23N |A|N A C N N hatirlamiyor Giinde 1 kez
24 | N N|C N C N C hatirlamiyor Giinde 3 kez
25N |- |N N N N N Sabah 1 parca peynir Giinde 3 kez
26 |N |N|C A N C C Dondurma Giinde 1 kez
217 |N | C | C A A N N 1 kase yogurt Giinde 1 kez
28| N |C [N C N C N hatirlamiyor Giinde 2 kez
29 | N N|C C C C C hatirlamiyor Giinde 2 kez
30N |A|C C N N C hatirlamiyor Giinde 2 kez

(E: Et ve et iiriinleri, HT: hamur isi ve tatlilar MS: meyve ve sebze S: siit, P: peynir Y:yogurt D:
dondurma. N: normal, A: az, C: ¢ok, -: tiiketmiyor).

Anket uygulanan bireylerin %43,3’1i 6nceki giin, %16,7’s1 de 6rnegin alindig1 giin
siit ve siit tirlinii tiiketmislerdir.Yapilan anketten elde edilen bilgilere gore 6rnek alinan

bireylerin et yeme aligkanliklar1 orani; %23,3’ ¢ok tliketiyor, %10’u az tiiketiyor,
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%63,3’u normal miktarda, %3,3’1 tiikketmiyor seklindedir. Hamur isi ve tatli yeme
aligkanliklart orani; %36,7’si ¢ok tiiketiyor, %23,3’li az tiikketiyor, %36,7’si normal
miktarda, %3,3’1 tiikketmiyor seklindedir. Meyve sebze yeme aliskanliklari oran;
%350’s1 ¢cok tiiketiyor, %6,7’si az tiiketiyor, %43,3’li normal miktarda tiiketiyor
seklindedir.

Siit igme aligkanliklari orani; %26,7’si ¢ok tiiketiyor, %26,7’si az tiiketiyor, %401
normal miktarda tiiketiyor seklinde, peynir yeme aligkanliklart orani; %46,7’si ¢ok
tiiketiyor, %6,7’s1 az tiiketiyor, %46,7’si normal miktarda tiiketiyor seklindedir. Yogurt
yeme aligkanliklar1 orani; %46,7’si ¢ok tiiketiyor, %6,7’si az tiiketiyor, %46,7’si normal
miktarda tiiketiyor seklinde, dondurma yeme aligkanliklari orani; %56,7’si ¢ok
tiiketiyor, %3,3’1 az tiiketiyor, %40°1 normal miktarda tiiketiyor seklindedir.

Ornek alman bireylerin dis fircalama aliskanliklar1 su sekildedir; %801 giinde 1-3

kez dislerini firgalarken %20’si ara sira dislerini firgalamaktadir.

4.2. izolasyon Sonuglari

Izolatlarin segiminde MRS agarda laktobasillere 6zgii krem renkli, mat ve diizgiin
kenarli kolonilere dncelik verilmistir. izolasyon sonucunda 35 adedi MRS agardan 48’i
diger besiyerlerinden olmak {izere toplam 83 izolat elde edilmistir. Caligmalara MRS
agar lizerinden elde edilen izolatlarla devam edilmistir. Laktobasil olup olmadiklarini
belirlemek i¢in diger testler uygulanmistir.

Saflik kontrolii yapilan izolatlarin mikroskobik goériiniimii, gram reaksiyonu ve
katalaz aktiviteleri incelenmistir. Cesitli boyutlarda ¢ubuk sekilli, spor olusturmayan,

gram pozitif ve katalaz negatif izolatlar laktobasil olarak degerlendirilmistir.

4.2.1. Izolatlara yapilan tam testleri sonuglari

Laktobasil izolatlarin PH 3,9°da gelisim, pH 9,6’da gelisim, TSI testi, %6, %7,5,
%10 tuzda gelisim sonuglar1 Cizelge 4.3°de verilmistir. Test sonuclarina bakildiginda;
Izolatlarin tamamimin pH 3,9°da ve pH 9,6°da gelistigi gdzlenmistir.

Laktobasil izolatlarinin tamamin H.S olusturdugu gézlenmistir.

Izolatlarin %6 tuz oraninda gelistigi ancak 20LB, 28LB’nin gelismedigi, 19L1A
ve 4L.2°nin ise az gelistigi belirlenmistir. 2112, 28LA, 16LA, 14L1,8L1C, 9L2B, 7L1,
SL1A, 5LIB, 4L1A, 4L1B’nin %7,5 tuz oraninda gelisebildigi, 6L1’in az gelistigi,

digerlerinin ise gelisemedigi belirlenmistir. %10 tuz oraninda ise sadece 16LA’nin

57



geligebildigi, 6L1, 7L1, 21L2, 28LA’nin az gelistigi digerlerinin ise gelisemedigi

belirlenmistir. Cizelge 4.4’de farkli sicaklilarda gelisim, metil red testi ve arjininden

amonyak olusumu test bulgular1 verilmistir.

Cizelge 4.3. [zolatlarin bazi fizyolojik ozellikleri

Izoalt adi pH 3,9°da | pH 9,6°da | TSI testi %6 tuzda | %7,5tuzda | %10tuzda
gelisim gelisim gelisim gelisim gelisim
4L1A + + + + + -
4L1B + + + + + -
4L.2 + + + * - -
5L1A + + + + + -
5L1B + + + + + -
6L1 + + + + * *
7L1 + + + + + *
8L1A + + + + - -
8L1B + + + + - -
8L1C + + + + + -
9L2B + + + + + -
13L1A + + + + - -
13L1B + + + + - -
1411 + + + + + -
16LA + + + + + +
19L1A + + + * - -
19L2A + + + + - -
19L2AX + + + + - -
19L.2B + + + + - -
20LB + + + - - -
20L2A + + + + - -
21L2 + + + + + *
28LA + + + + + *
28LB + + + - - -
28LBX + + + + - -

(+:gelisen, - gelisemeyen, *, az gelisen/belirlenemeyen)
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Cizelge 4.4. Farkli sicaklilarda geligim, metil red testi ve arjininden amonyak olusumu test bulgular:

Izolat adx 4°C 15°C | 45°C | Metil red testi | Arjininden amonyak olusumu
412 + + + + -
4L1B + + + + -
4L1A + + + + -
5L1A + + + + -
5L1B + + + + -
7L1 + + + + -
8L1B + + + + -
8L1C + + + + -
8LA + + + + -
8L1 + + + + -
9L2B + + + + -
13L1A + + + + +
13L1B + + + + +
14L1B + + + + -
1411 + + + + -
16LA + + - + -
18LA + + + + +
19L.2B + + + + -
19L2AX + + + + -
19L2A + + - + -
19L1A + + + + -
20L2A + + + + -
20LB + + + + -
21L2 + + + + -
28LBX + + + + -
28LB2 + + + + -
3L1 + + + + -
1111 + + + + -
6L1 + + + + -
gL1 + + + + -
15L1 + + + + -
1711 + + + + -
28LA - + + + -

(+:gelisen, - gelisemeyen)
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Izolatlarin tamaminin 4°C’de ve 15°C’de gelisebildigi, 19L2A ve 16LA
haricindekilerin de 45°C’de gelisebildigi gdzlenmistir. Izolatlarin tamammin glikozu
fermentatif olarak hidrolize edebilmislerdir. Fermantasyon sonucu asit olusturduklar1 da
metil kirmizisi testinden belirlenmistir. Laktobasil izolatlarindan 13L1A, 13L1B, 18LA
disindakilerin  arjininden amonyak olusturma yetenegine sahip olmadiklar

belirlenmistir.

4.3. izolatlarmm API CHL50 ile Tanimlanmasi Sonuclari

API CHL50 ile tanimlama est sonuglar1 Cizelge 4.5’de verilmistir.

API CHLS50 test sonuglar iiretici firma tarafindan optimize edilmis olan veri
tabanmna girilerek tiir tayinleri gereklestirilmistir. izolatlardan 18 tanesinin (4.2, 4L1B,
4L1A, 5L1A, 5L1B, 7L1, 8LA, 8L1, 6L1, 9L1, 14L1B,16LA, 18LA, 19L2AX, 19L2A,
19L1A, 20L2A, 28LBX) %99,9 olasilikla Lactobacillus plantarum oldugu tespit
edilmistir. Ayrica 8L1B’nin %99,5, 28LA’nin %93,4, 15L1 ve 17LI’in %99,9
13L1Anin %73,1 olasilikla Lactobacillus plantarum oldugu tespit edilmistir. Boylece
API CHL50 Sistemi ile izolatlarin %80’e yakiminin inin Lactobacillus plantarum
oldugu, geri kalanlardan 8L1C’nin %59,5 Lactobacillus pentosus veya %40,4
Lactobacillus plantarum, 13L1B’nin 13L1B’nin Lactobacillus pentosus, 11LB’nin
%83,4 Lactobacillus paracasei ssp paracasei, 28L.B2’nin Lactobacillus rhamnosus

oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.5. [zolatlarin API CHL 50 ile tamimlanmas: testlerinin sonuglart

Mikroorganizma

APl CHL50 Sistemi Test Sonucu

412 Lactobacillus plantarum 999,9

4L1B Lactobacillus plantarum 999,9

4L1A Lactobacillus plantarum 999,9

5L1A Lactobacillus plantarum 9699,9

5L1B Lactobacillus plantarum 999,9

7L1 Lactobacillus plantarum 999,9

8L1B Lactobacillus plantarum %99,5

8L1C Lactobacillus pentosus %59,5 L. plantarum %40,4

8LA Lactobacillus plantarum %99,9

8L1 Lactobacillus plantarum %99,9

13L1A Lactobacillus plantarum % 73,1 veya L. pentosus%26,8

13L1B Lactobacillus pentosus

14L1B Lactobacillus plantarum 9099,9

16LA Lactobacillus plantarum 9099,9

18LA Lactobacillus plantarum 9099,9

19L2B Lactobacillus plantarum veya Lactobacillus rhamnosus

19L2AX Lactobacillus plantarum 999,9

19L2A Lactobacillus plantarum 999,9

19L1A Lactobacillus plantarum 999,9

20L2A Lactobacillus plantarum 999,9

20LB Lactobacillus paracasei ssp paracasei Lactobacillus plantarum
Lactobacillus rhamnosus

2112 Lactobacillus plantarum veya Lactobacillus rhamnosus

28LBX Lactobacillus plantarum %99,9

28LB2 Lactobacillus rhamnosus

3L1 Lactobacillus pentosus%84,2 Lactobacillus plantarum %15,5

1111 Lactobacillus paracasei ssp paracasei%83,4

6L1 Lactobacillus plantarum 999,9

9L1 Lactobacillus plantarum 999,9

1511 Lactobacillus plantarum 9%99,0

1711 Lactobacillus plantarum 9%99,0

28LA Lactobacillus plantarum %93,4 Lactobacillus rhamnosus%06,5
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4.4. Izolatlari Dizi Analizi Sonuclar

izolatlarm  16S rRNA gen bolgesine gore dizi analizi 27F 5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3' ve 1492R 5'-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-
3’ evrensel primerleri kullanilarak BM Laboratuvar Sistemleri’ne yaptirilmistir. Elde
edilen dizi bilgileri BioEdit 7.0.5.3 dizi hizalama ve editleme programinda diizenlenmis
ve birlestirilmistir. Ardindan National Center for Biotechnology (NCBI) web sitesinde
bulunan GenBank veritabanindaki diger 16S rRNA dizileriyle Blast programi
kullanilarak karsilastirilmistir. Izolatlarin tiir diizeyinde tanilamasi yiizde benzerlik

orantyla belirlenmistir.

Cizelge 4.6. Dizi analizi sonuglart

izolat Numarasi 16s rRNA sonucu % benzerlik Accesion
13L1B L. plantarum 96 KM485577.1
1411 L. plantarum 97 KM495871.1
14L1B L. plantarum 98 EU626013.1
15L1 L. plantarum 97 JN039358.1
16LA L. plantarum 98 KC815025.1
19L2AX L. plantarum 98 EU419597.1
19L2A L. plantarum 96 EU626013.1
19L.2B L. plantarum 98 KM495856.1
20L2A L. plantarum 97 EU419598.1
20LB L. plantarum 98 EU419598.1
21L2 L. plantarum 97 KM485570.1
4L1B L. plantarum 95 KC422320.1
412 L. plantarum 97 EU419598.1
SL1A L. plantarum 97 KM495865.1
6L1 L. plantarum 97 KJ801851.1
8L1C L. plantarum 97 KM495865.1
8LA L. plantarum 96 EU419598.1
9L2B L. plantarum 97 KM485570.1
7L1 L. plantarum 96 HQ259243.1
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Dizi analizine gonderilen 19 tiir, Lactobacillus plantarum olarak tanimlanmigtir
(Cizelge 4.6).

4.5. Aside Toleransin Belirlenmesi Deneyinin Sonuclari

Laktobasil suslarinin diigiik pH degerlerine toleranslari arastirilmistir. Bu amagla,
pH 2,5’e ayarlanan gelisme ortaminda izolatlarin 4. saat ve 24. saatteki canliliklarina
bakilmig, tamaminin  canliliginin  devam  ettigi = gozlenmistir.  Probiyotik
mikroorganizmalarin midedeki asitte canli kalarak barsaklara gegebilmesi dnemlidir.
Midede kalma siiresi ortalama 4 saattir.

izolatlarin baslangicta, 4.saatte ve 8.saatte 620 nm’de &lgiilen optik yogunluklar
da Sekil 4.1°de gosterilmistir. Buna gore; izolatlardan 13L1B, 14L1B, 20L2A, 21L2,
6L1 ve 9L2B’nin optik yogunluklarinin 4.saatte ve 8.saatte baslangi¢ degerinden az da

olsa arttig1 gézlenmistir. Bu da izolatlarin bu ortamda iiredigini gostermektedir.
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=1
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(=]
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o
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izolatlar

Sekil 4.1. [zolatlarin aside tolerans deneyi sonuclari
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4.6. Izolatlarm pH ve Metabolik Uriin Tayini Sonuclar

Izolatlarin pH ve metabolik iiriin tayini sonuglar1 Cizelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7. Izolatlarin pH degeri, laktik asit miktar: , hidrojen peroksit miktar

izolat no Laktik Asit Miktar1 Hidrojen Peroksit
pH (mg/ml) Miktar1 (ug/ml)
412 3,69 7,948 +0,004 0,0700+0,004
ALIA 3,82 7,845 +0,013 0,0690+0,002
5L1A 3,71 7,974 +0,011 0,0709+0,003
5L1B 3,99 12,093 0,026 0,0690+0,001
7L1 3,83 4,632 0,018 0,0680-+0,001
8L1B 401 15,228 0,014 0,1189+0,001
8LIC 3,79 12,63740,013 0,1443+0,001
8LA 3,65 11,238+0,052 0,0690+0,001
8L1 3,84 11,756+0,011 0,0739+0,001
9L2B 3,92 8,751:£0,008 0,05330,001
13L1A 3,88 9,684+0,010 0,0856-0,058
13L1B 3,64 14,606:0,009 0,1620+0,004
14L1B 3,98 11.06420,012 0,1120+0,006
1411 3,80 11,782+0,006 0,1160+0,004
16LA 410 7,611:£0,006 0,0739:0,002
18LA 3,80 6,653+0,002 0,07000,001
19128 3,60 6,109:0,008 0,0788£0,004
19L2AX | 3,62 15,021+0,016 0,0690+0,004
19L2A | 3,63 15,228+0,004 0,0729+0,006
19L1A 3,65 15,008+0,010 0,0680£0,003
20L2A 3,69 14,762+0,009 0,1796+0,008
28LA 3,92 15,5130,001 0,1257+0,092
2112 3,64 12,767+0,032 0,1003+0,003
28LBX | 4,04 14,736+0,011 0,0768+0,008
28LB2 4,03 15,047+0,006 0,0778+0,006
3L1 3,61 9,399+0,017 0,09740,008
11L1 410 15,306+0,012 0,1160+0,006
6L1 3,01 11,990-0,008 0,1179+0,002
9L1 3,90 10,409+0,006 0,0426+0,005
1511 3,70 9,995+0,005 0,0729+0,001
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Izolatlarin iirettigi laktik asit miktar1 Sekil 3.1°deki, hidrojen peroksit miktar1 ise
Sekil 3.2°deki regresyon dogrularina gore hesaplanmistir. Deney sonuglarina gore;
izolatlarin pH degeri en diisiik 3,60 ile 19L2B’dir. En yiiksek pH degeri 4,10 olarak
11L1 izolatina aittir. Izolatlarin iirettikleri laktik asit miktarlar1 4,632-15,306 mg/mi
araliginda bulunmustur. Endiisiik deger 7L1°e aittir. Enyiiksek deger 28LA ya aittir.
Izolatlarin iirettikleri H2O, miktarlari ise 0,0426-0,1796 pg/ml araliginda belirlenmistir;
endiislik deger 9L.1’e aittir, en yiiksek deger de 20L2A’ya aittir.

4.7. Hemolitik Aktivite Belirlenmesi Sonuglari

Kanli agarda E. coli kolonilerinin ¢evresinde parlak-yesil zon (a-hemolitik),
Staphylococcus aureus kolonilerinin ¢evresinde berrak zon (B-hemolitik) gbzlenirken
Laktobasil kolonilerinin etrafinda zon olusumu gozlenmemistir (y-hemolitik).
Probiyotik olarak kullanim potansiyeli olan mikroorganizmalarin, hemolize neden
olmayan y-hemolitik suslar olmasi gerekmektedir (Maragkoudakis ve ark., 2006,
Mourad ve Nour-Eddine 2006). Calismamizda denenen tiim laktobasil izolatlar1 y-

hemolitiktir.

4.8. izolatlarin Antibiyotik Duyarliik Testi Sonuclari

Yapilan ¢alismada disk difiizyon yonteminin bulgularina gore; izolatlarin
tamaminin vankomisin (VA)’e direncli oldugu gézlenmistir. Izolatlarm 14 tanesinin
(4L1B, 4L2, 5L1A, 5L1B, 8L1A, 8L1B, 8L1C, 9L2B 13L1A, 14L1, 19L2A, 19L2AX,
19L2B, 21L2) Klindamisin (CC)’e direngli oldugu gozlenmistir. izolatlarn 12
tanesinin (4L1B, 4L2, 5L1B, 8L1A, 8L1C, 9L2B 13L1A, 14L1, 16LA, 19L1A, 20L2A,
21L2) Siproflxasin (CIiP) direngli oldugu gdzlenmistir. Izolatlardan 1 tanesinin
(19L2A), sefotaksim (CTX)’e direngli oldugu belirlenmistir. izolatlardan 19L1A
tetrasiklin (TE)’e direngli olarak, 7L1’in ise gentamisin (GE)’e direngli oldugu
gbzlenmistir.

Probiyotik izolatlar i¢in en 6nemli 6zellik transfer edilebilir antibiyotik direng
geni tasimiyor olmasidir (Duncan, 2003). Antibiyotik dire¢ geninin plasmid ya da
transpozonlar gibi tagiabilir genetik elementlerde mi yoksa asil kromozom iistiinde mi

oldugu saptanmalidir (Saarela ve ark., 2000). Cesitli ¢alismalarda, laktobasillerin
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vankomisine karsi direngli olduklar1 saptanmigtir. (Charteris ve ark, 1998; Temmerman
ve ark., 2002, Zhou ve ark., 2005, Kastner ve ark., 2006; Maragkoudakis ve ark., 2006).

Vankomisin, ¢oklu ilag direnci tagiyan patojenlerin neden oldugu klinik enfeksiyonlarin

tedavisinde kullanilan bir antibiyotiktir. Laktik asit

bakterilerinde vankomisin

direncinin yatay gen transferi yolu ile aktarilmayan, kromozom kodlu bir 6zellik oldugu

tespit edilmistir (Zhou ve ark., 2005; Klare ve ark., 2007).
Cizelge 4.8’de antibiyotik duyarlilik testi sonuglar1 verilmistir.

Cizelge 4.8. Antibiyotik Duyarlilik Testi Sonuglart

Izolat no Cip VA cC CTX TE C GM
4L.1B R R R 15 11 16 14 11
412 R R R 16 10 15 13 12
5L1A 8 R R 15 9 15 12 11
5L1B R R R 14 10 16 11 10
6L1 7 R 12 4 10 13 10

7L1 3 R 3 10 8 15 10 R
8L1A R R R 6 5 13 7

8L1B 5 R R 15 9 14 11 10
8L1C R R R 9 6 15 9 9
9L2B R R R 11 5 14 11 9
13L1A R R R 7 7 15 11 7
13L1B 8 R 8 5 7 9 6 5
14L1 R R R 15 8 15 10 8
16LA R R 4 12 7 14 12 9
19L1A R R 10 10 R 13 11 11
19L2A 4 R R R 7 8 7 7
19L2AX 5 R 5 13 9 8
19L.2B 3 R 13 9 13 11 11
20LB 8 R 15 6 8 15 11 4
20L2A R R 3 5 9 14 12 4
2112 R R R 4 4 13 8 4
28LA 10 R 10 4 15 17 15 10
28LB 7 R 7 3 13 15 10 7
28LBX 3 R 3 7 5 15 3 7

(Sonuglar mm cinsinde verilmistir. R: direngli,
Sefotaksim: CTX, Tetrasiklin :TE, Eritromisin :E, Kloramfenikol :C, Gentamisin:GM)

Siprofixasin :CIP,Vankomisin VA, Klindamisin :CC,
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4.9. Antimikrobiyal Aktivite Tespiti Sonuglar:

15-18 yas arasi bireylerin tiikiirtiiklerinden elde edilen 30 adet laktobasil izolatinin
tamami agar difiizyon yontemi ile Cizelge 3.2’de verilen test bakterilerine karsi
denenmistir. 30 laktobasil izolatin hemen tamaminin test bakterilerinden Candida’lar
harig digerlerine kars1 etkili oldugu agar difiizyon yontemiyle belirlenmistir. Elde edilen
sonuglar Cizelge 4.9°da gosterilmistir.

Antimikrobiyal madde tespiti i¢in uygulanan yontemde laktobasil izolatlarinin saf
filtratlarinin diisiik olan pH’s1 test sirasinda pH 6,5’e ayarlanmistir. Bu sekilde yapilan
denemeler sonucunda laktobasil filtratlarindan higbiri test mikroorganizmalarina karsi
zon olusturamamistir. Ancak pH 6,5’¢ ayarlanmadan ayni deney yapildiginda
kuyucuklara konulan izolatlarin etrafinda zon olusumu gézlenmistir. Buna dayanarak,
antagonistik etkinin aside bagli olabilecegi diisiiniilmektedir.

A8z mikrobiotasinda bulunan laktobasillerin asit {retimleri nedeniyle dis
clirimesine yol actiklart diisiiniilse de, bazi1 durumlarda laktobasiller ¢iiriikk olusturan
bakterileri inhibe ederek ve dis yiizeyine tutunma Ozelligi agisindan onlarla rekabete
girerek faydali rol oynarlar (Michalek ve ark., 1981). Ciiriik olusturan patojenlere karsi
inhibisyon gosterme 6zelligi agiz probiyotigi olarak kullanilacak bakteriler i¢in aranan
bir durumdur.

Proteus vulgaris, Bacillus cereus, Salmonella typhimurium ve Staphylococcus
aureus’a karsi izolatlarin tamami antagonistik etki gostermistir. Bacillus subtilis’e kars1
7L1, 13L2A, 19L3 haricindeki izolatlar, Listeria monocytogenes’e kars1 4L1A, 5L1B,
16LA, 19L3 haricindeki izolatlar, Klebsiella pneumoniae‘ye karst 4L1A ve SL1A
disindaki tiim izolatlar, Enterococcus feacalis’e kars1 13L2A, 14L1, 19L2A, 28LB
disindaki izolatlar, Yersinia enterocolitica’ya kars1 4L1B, 5L1B, 13L2A, 14L1B, 19L3
disindaki izolatlar antagonistik etki gostermistir.

Izolatlardan hi¢ biri Candida albicans ATCC, Candida tropicalis ve Candida
albicans 625’e kars1 inhibisyon gosterememistir

Laktobasil  izolatlari,  gatrointestinal  sistem  patojenleri  olan  test
mikroorganizmalarinin hemen hepsine karsi antagonistik etki gostermislerdir. Agiz
probiyotigi olarak kullanilacak olan mikroorganizmalar gastrointestinal sisteme de
gireceginden oradaki patojen mikroorganizmalarin inhibisyonu da istenen bir 6zellik

olacaktir.
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Cizelge 4.9. Izolatlarin (pH ayarlamadan) antimikrobiyal aktivite tespiti sonuglar (zon ¢capr mm)
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Izolatlarin tamam Streptococcus mutans 2-2 ve Streptococcus mutans 3-2¢a karst
inhibisyon gostermistir. En ¢ok inhibisyon gdsteren izolatlar Streptococcus mutans 2-2
icin; SL1B, 7L1, 8L1A, 8LA, 8L1B, 9L2B, 14L1 iken, Streptococcus mutans 3-2 igin;
4L1B, S5L1A, 8L1C, 8L1B, 13L1A ve 19L1A olmustur.

En az inhibisyon gosteren izolatlar Streptococcus mutans 2-2 ig¢in; 4L2, 8LIC,
28LB2 iken, Streptococcus mutans 3-2 igin; 4L1A, 14L1, 18LA, 20LB olmustur. Dis
curiiklerine sebebiyet veren mikroorganizmalar olan S. mutans’a karsi izolatlarin
antagonistik etki gostermesi agiz probiyotigi olarak kullanilacak mikroorganizma igin

istenen bir Ozelliktir.

4.10. Laktobasil izolatlarmm S. mutans’a Karsi Tutunma Yiizeyleri icin

Olusturdugu Rekabetin Dis Yiizeyinde Incelenmesi Deneyi Sonuclari

Laktobasillerin S. mutans’a karsi tutunma yiizeyleri i¢in olusturdugu rekabetin
belirlenebilmesi i¢in 3.2.6’da anlatilan iki ayr1 yontem izlenmistir. Sonuglar Cizelge
4.10’da ve Cizelge 4.11°de gosterilmistir.

Cizelge 4.10 incelendiginde, baslangicta yogunlugu 10°-10%° kob/ml olan
laktobasillus izolatlarmin dis yiizeyine yiiksek yogunlukta baglandigi (108-10'°)
goriilmiistiir. Aym sekilde S.mutans tek basma oldugunda dis yiizeyine adezyonu 108-
10% oraninda iken laktobasillerle birlikte uygulandiginda S. mutans adezyonu énemli
dl¢iide diigmiistiir. 8L1C, 13L1B, 16LA, izolatlarinda ml’deki tutunan bakteri say1s1 10°
kob kadar diiserken 8LA, 8L1, 14L1,18LA, 21L2, 28LBX, 28LB2 izolatlarinda ise dis
yiizeyine tutunan S. mutans sayis1 10° kob/ml olarak belirlenmistir.

Il. yontemde gercek dis yiizeyinde mm? basma tutunan bakteri sayisi
hesaplanmistir. Uygulanan bu yontemde tek basina streptokok tutunmasi baslangi¢
sayis1 olan 8,0X10° kob/mm?’den, 2,8X10%-4,0X10° kob/mm? araliginda olmustur.
Sonuglart degerlendirmek i¢in Cizelge 4.11 incelendiginde, II. yontemde de uygulanan
izolatlarin, tutunan S. mutans sayilarini azalttig1 belirlenmistir.

Her iki yonteme birlikte bakildiginda kullanilan izolatlar, tutunan S. mutans
sayilarin1 azaltmistir. Ozellikle 13L1B, 14L1, 14L1B ve 28LBX izolatlar gercek dis
yiizeyine tutunan S. mutans miktarin1 diger izolatlara gore farkedilir derecede
azaltmistir.

Tim izolatlar dis ylizeyine yliksek oranda tutunma gostermistir. LAB

izolatlariin varligi tim durumlarda S. mutans’in tutunma miktarini azaltmustir.
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Cizelge 4.10. Laktobasillerin

S. mutans’a karst tutunma yiizeyleri icin olusturdugu rekabetin dig

yiizeyinde incelenmesi (1. yontem)

Izolat no Baglangig Dis yiizeyine | Streptokoklarla Baglangi¢ Laktobasil
laktobasil tek  basmna | beraber dis | streptekok uygulamasindan
sayi1st tutunan say1 | yiizeyine tutunan | sayist kob/ml | sonra dis yiizeyine
kob/ml kob/ml say1 kob/ml tutunan say1

kob/ml
4L.2 3,0X10 %0 2.5X108 3,0X107 2,0X10° 2,0X107
4L1A 4,0X10° 2,0X108 2.5X10° 3,0X10° 1,5X107
5L1A 2,0X10 %0 3.5X10° 4.5X10° 6,5X108 5,0X107
5L1B 5,0X10 3,0X10° 5,0X10° 4,5X10° 2,5X107
7L1 3,5X10° 3,0X108 1.5X106 2,5X10° 1,0X107
8L1B 6,0X10° 2,0X108 3,0X10°8 2,0X10° 3,0X107
8L1C 3,0X10° 3,0X108 2.5X10°8 2,0X10° 4,5X10°
8LA 8,0X10° 2,0X108 3,5X106 2,0X10° 7,0X108
8L1 7,5X10° 1,5X108 3,0X108 4,5X10° 6,5X108
9L2B 5,0X10° 3,0X108 1,5X107 9,0X108 4,0X107
13L1A 4,0X10° 4,0X108 4,0X10° 1,0X10° 2,0X107
13L1B 3,0X10 %0 5,0X10° 6,5X10° 1,5X10° 5,0X10°
14L1B 4,0X 1010 6,0X10° 3,0X108 7,5X108 3,0X10°
1411 6,0X10° 4,0X108 4,0X10° 3,0X10° 3,0X10°
16LA 3,5X10° 5,0X108 2,5X10° 4,0X10° 6,0X10°
18LA 50X 1010 2,0X10° 5,0X108 1,0X10° 7,0X108
19L.2B 2,0X10%0 5,0X10° 3,0X108 3,0X10° 4,0X107
19L.2X 2,5 X10° 5,0X108 4,0X107 3,0X10° 2,0X107
19L2A 4,0X10° 3,0X108 2,5X108 1,0X10° 1,5X107
19L1A 4,0X10° 3,0X108 6,0X107 1,0X10° 3,0X107
20L2A 6,0X10 0 4,0X10° 4,0X107 1,0X10° 3,0X107

2112 4,0X10 10 3,5X10° 2,5X108 1,0X10° 6,0X10°

28LBX 4,5X10 10 5,0X10° 6,5X10° 1,0X10° 2,5X10°

28LB2 4,0X10 10 3,5X10° 1,5X106 5,5X108 1,5X10°
3L1 3,0X10° 1,0X108 2,5X10° 3,56X10° 2,0X107

1111 2,0X10° 7,0X108 3,5X108 3,0X10° 2,0X107

6L1 3,0X10° 4,0X108 5,0X108 1,0X10° 2,0X106

9L1 5,0X10° 2,0X10° 3,0X107 1,5X10° 3,0X10°
15L1 4,0X10° 3,0X10° 2,0X108 7,5X108 2,0X10°
28LA 9,0X10° 7,0X108 3,5X108 4,0X10° 4,0X107
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Cizelge 4.11. Laktobasillerin

yiizeyinde incelenmesi || . yontem (25 mm? lik alana dogrudan bakteri uygulamast)

S. mutans’ a karst tutunma yiizeyleri i¢in olusturdugu rekabetin dis

Izolat Baglangig Dis ylizeyine | Streptokoklarla Baglangig¢ Laktobasil
numarasi laktobasil tek  basmna | beraber dis | streptekok uygulamasindan
sayist tutunan say: | ylizeyine tutunan | sayisi sonra dig ylizeyine
kob/mm? kob/mm? say1 kob/mm? kob/mm? tutunan streptekok
say1s1 kob/mm?

412 1,6X107 3,2X10° 6,0X10% 8,0X10° 1,6X10°

4L1A 8,0X10° 1,2X10° 2,6X10% 8,0X10° 8,0X10*

5L1A 8,0X10° 6,0X10* 1,4X10% 8,0X10° 6,0X10*

5L1B 1,2X107 1,0X10° 8,0X103 8,0X10° 1,0X10°

7L1 8,0X10° 2,4X106 6,0X103 8,0X10° 6,0X10°

8L1B 8,0X10° 6,0X10° 3,4X10° 8,0X10° 2,2X10°

8L1C 1,6X10° 3,4X10° 6,0X103 8,0X10° 1,0X10*

8LA 8,0X10° 4,0X10° 2,6X10° 8,0X10° 2,6X10°

8L1 8,0X108 8,0X10° 2,8X10° 8,0X10° 1,4X10°

9L2B 1,6X107 2,0X10° 2,8X104 8,0X10° 1,6X10°
13L1A 8,0X108 8,0X10° 6,0X10° 8,0X10° 6,0X10°
13L1B 8,0X108 3,6X10° 8,0X10° 8,0X10° 4,0X10°
14L.1B 2,4X107 8,0X10° 1,4X10° 8,0X10° 2,8X103

1411 2,4X108 1,6X10° 6,0X10* 8,0X10° 8,0X102

16LA 8,0X108 8,0X10° 1,4X10° 8,0X10° 8,0X10*

18LA 1,6X107 1,0X106 6,0X10* 8,0X10° 1,8X10°
19L.2B 1,6X107 8,0X10° 8,0X10* 8,0X10° 1,6X10°
19L2AX 8,0X108 2,0X108 1,4X10° 8,0X10° 1,2X10°
19L2A 1,6X107 8,0X10° 6,0X10* 8,0X10° 2,4X10°
19L1A 8,0X10° 1,0X10° 1,0X10° 8,0X10° 2,2X10°
20L2A 1,6X107 8,0X10° 4,0X10% 8,0X10° 0,8X10*

28LA 8,0X106 3,0X10° 4,0X10% 8,0X10° 2,8X10*

2112 8,0X10° 1,2X10° 2,4X10* 8,0X10° 1,4X104
28LBX 1,6X10° 8,0X10* 1,2X10* 8,0X10° 8,0X102
28LB2 3,2X106 8,0X10* 1,6X10* 8,0X10° 2,0X10*

3L1 8,0X10°8 1,6X10°8 8,0X10* 8,0X10° 2,2X10*

1111 3,2X106 8,0X10° 1,6X10* 8,0X10° 6,0X10*

6L1 8,0X10° 1,2X108 1,4X10° 8,0X10° 8,0X10*

9L1 8,0X106 2,0X10° 1,2X10* 8,0X10° 8,0X10*

1511 8,0X10° 8,0X10* 6,0X103 8,0X10° 0,8X10*
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4.11. Laktobasil Varh@inda Dis Yiizeyine Tutunan S. mutans Sayisimn,
Laktobasillerin Olusturdugu Laktikasit Miktari, Hidrojen Peroksit Miktar1 ve pH

ile Korelasyonunun Tesbiti Sonuclari

Yapilan korelasyon analizi sonuglarina gore; laktobasil varliginda dis ylizeyine
tutunan S. mutans sayisi ile laktobasillerin olusturdugu laktikasit miktarlar1 arasinda
korelasyon katsayis1 negatif olarak hesaplanmistir. Buna gore; laktobasil varliginda dis
yiizeyine tutunan S. mutans sayisi ile laktobasillerin olusturdugu laktikasit miktarlar
arasinda zayif negatif iliski oldugu goriilmiistiir. Korelasyon katsayisinin anlamliligi
icin hesaplanan p degeri 0,959 olarak bulunmustur. Bu deger istatistiksel olarak anlamli

degildir. Analizler SPSS (versiyon no 25) ile gergeklestirilmistir.

Yapilan korelasyon analizi sonuglarina gore; laktobasil varlifinda dis ylizeyine
tutunan S. mutans sayist ile laktobasillerin olusturdugu hidrojen peroksit miktarlari
arasinda korelasyon katsayisi negatif olarak hesaplanmistir. Buna gore; laktobasil
varliginda dis ylizeyine tutunan S. mutans sayist ile laktobasillerin olusturdugu hidrojen
peroksit miktarlar1 arasinda zayif negatif iliski oldugu goriilmiistir. Korelasyon
katsayisinin anlamlilig1 i¢in hesaplanan p degeri 0,033 olarak bulunmustur. Bu deger

istatistiksel olarak anlamlidir.

pH ile laktobasil varliginda dis yilizeyine tutunan S. mutans sayisi arasinda
korelasyon katsayis1 negatif olarak hesaplanmistir. Buna gore; laktobasil varliginda dis
yiizeyine tutunan S. mutans sayisi ile pH arasinda zayif negatif iliski oldugu
goriilmistiir. Korelasyon katsayisinin anlamlilig1 i¢in hesaplanan p degeri 0,093 olarak

bulunmustur. Bu deger istatistiksel olarak anlamli degildir.
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5. SONUC TARTISMA VE ONERILER

Dis ciiriikleri ve dis eti hastaliklar1 tiim diinyada insanlarda en sik rastlanan agiz
saghigr hastaliklaridir. Flor ve diger koruyucu faktdrler bu hastaliklarda azalmay1
saglasa da enfeksiyonu kontrol etme yetenegi simirli kalmaktadir. Patojenlerle
savasmada siklikla tercih edilen antibiyotik kullanimi ise, patojenlerin antibiyotik
direnci gelistirmesine neden olarak antibiyotiklerin baska rahatsizliklarda kullanimini
etkisiz hale getirmektedir. Ayrica antibiyotikler patojen mikroorganizmalarla birlikte
yararli mikroorganizmalar1 da yok ettiginden viicuttaki mikrobiyal dengeyi bozarak yeni
hastaliklarin gelisimine zemin hazirlamaktadir. Bu sebeplerden dolay1 yeni bir yaklasim
olan bakteriyal ekolojinin degistirilmesi yaklasimina yonelik ¢aligmalar tizerindeki ilgi
artmaya baglamistir. Bu baglamda probiyotik kiiltiirlerin kullanilabilirligi ucuz, dogal ve
kolay elde edilebilir ajanlar olarak bu yonteme olan talebi artirmistir.

Dis ¢iiriikleri; kisisel 6zellikler (genetik yapi, beslenme aliskanliklari, yas, irk vb.)
ve cevresel faktorlerin karmasik etkilesimlerinin bir sonucudur. Agiz ekolojisi
bozulursa  potansiyel  patojenler rekabet  Ustiinliigli = kazanarak  hastalik
olusturabilmektedir (Elavarasu ve Jayapalan, 2012). Probiyotikler, uygun miktarlarda
alindiginda, konak¢1 sagligina faydali etkileri olan canli mikroorganizmalar olarak
tanimlanabilmektedir. Probiyotik olarak en yaygin sekilde kullanilan bakteriler
laktobasiller ve bifidobakterlerdir. Laktobasillerin agiz mikroflorasindaki patojen
bakterilerle tutunma yiizeyi icin rekabete girmeleri ve {irettikleri maddelerle onlar
inhibe etmeleri dolayisiyla agiz probiyotigi olarak kullanilabilme olasiliklari, agiz ve dis
saglig1 acisindan umut verici bir alternatif olusturmaktadir.

Bu c¢alismada tiikiiriikten elde edilen laktobasillerin probiyotik 6zelligi
degerlendirilmistir ve agiz ve dis saghiginin korunmasina katki saglayacak probiyotik
laktobasillerin se¢imi hedeflenmistir. Bu amacla 15-18 yas aras1 6grencilerinden alinan
tikiirik  orneklerinden izole edilen laktobasillerin agiz probiyotigi olarak
kullanilabilirligi incelenmistir.

Calismamizda tiikiiriik 6rneklerinin alindig1 bireylere, beslenme ve dis fircalama
aliskanliklarini belirlemek tizere anket uygulanmistir. Tiikiiriikten izole edilen laktobasil
ornekleri klasik ve molekiiler yontemlerle tanimlandiktan sonra, probiyotik olarak
kullanilabilme kriterlerine uygunluk agisindan hemolitik aktiviteleri belirlenmistir.
Aside tolerans kabiliyetleri arastirilmistir. Laktik asit ve hidrojen peroksit iiretim

miktarlart ve antibiyotik duyarliliklart belirlenmistir. Antimikrobiyal madde tiretebilme
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yeteneklerine degerlendirilmistir. Bu g¢alismalardan sonra probiyotik 6zellige sahip
olabilecegi diisliniilen izolatlarin, gercek dis yiizeyinde S. mutants’a karsi tutunma
yiizeyleri acisindan rekabet yetenekleri in vitro olarak incelenmistir. izolatlarin
rettikleri laktik asit miktarlari, hidrojen peroksit miktarlar1 ve gelisme ortamini
getirdikleri pH degeri ile laktobasil izolatlarmin varliginda dis yilizeyine tutunan S.
mutans sayilar1 arasinda korelasyon olup olmadigi aragtirilmistir.

Ornek alian bireylere uygulanan anketle bireylerin beslenme ve dis firgalama
aliskanliklar1 incelenmistir. Buna gore, laktobasiler siit {iriinleri tiiketen bireylerden de
tiketmeyenlerden de izole edilmistir. Ayni sekilde dis fircalama aligkanligi olan
bireylerden de olmayan bireylerden de laktobasiller benzer oranlarda izole edilmistir.
Bu durumu degerlendirirken anket verilerinde kisilerin dogru beyanatta bulunup
bulunmadiklar1 da akilda tutulmalidir.

izolatlarin seciminde MRS agarda laktobasillere 6zgii krem renkli, mat ve diizgiin
kenarli kolonilere dncelik verilmistir. izolasyon sonucunda 35 adedi MRS agardan 48’i
diger besiyerlerinden olmak {izere toplam 83 izolat elde edilmistir. Calismalara MRS
agar lizerinden elde edilen cesitli boyutlarda ¢ubuk sekilli, spor olusturmayan, gram
pozitif ve katalaz negatif 30 izolat laktobasil olarak degerlendirilmistir (Holt ve ark.,
2000). Izolatlarin daha sonra bazi fizyolojik o6zellikleri incelenmistir. Izolatlarin
tamaminin pH 3,9°da ve pH 9,6°da gelistigi ve H2S olusturdugu goézlenmistir. Cesitli
ticari Urlinlerden izole edilen LAB’lerinin pH 3,2°de zayif gelisim gosterdigi
bildirilmistir (Lin ve ark., 2006).

Parente ve arkadaslar1 (2010), ¢esitli gidalardan izole edilen L. plantarum’un pH
9,6’da gelismedigini ancak saraptan elde edilen L. plantarum’un 9,6 da gelistigini
bildirmiglerdir. Sawatari ve Yokota (2007), alkali pH degerlerinde L. plantarum
suslarin  8,2-8,7’lik bir dis pH degerine kadar gelismesinin  artabilecegini
bildirmisglerdir. Arastiricilar L. plantarum suslarinin  aside toleransli  oldugunu
bildirmiglerdir. Benzer bulgular Alegria ve arkadaslar1 (2004), ve Mathara ve
arkadaglar1 (2008), tarafindan da rapor edilmistir.

[zolatlarin %6 tuz oraninda gelistigi ancak 20LB, 28LB’nin gelismedigi, 19L1A
ve 4L.2’°nin ise az gelistigi belirlenmistir. 21L2, 28LA, 16LA, 14L1,8L1C, 9L2B, 7L1,
SLIA, 5LIB, 4L1A, 4L1B’nin %7,5 tuz oraninda gelisebildigi, 6L1’in az gelistigi,
digerlerinin ise gelisemedigi belirlenmistir. %10 tuz oraninda ise sadece 16LA’nin

geligebildigi, 6L1, 7L1, 21L2, 28LA’nin az gelistigi digerlerinin ise gelisemedigi
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goriilmiistiir. L. plantarum suslarinin % 0,5-10 tuz igeren ortamlarda gelisebildigi ¢esitli
arastiricilar tarafindan vurgulanmigtir (Dinger, 2007; Milesi ve ark., 2008; Gomez-Ruiz
ve ark., 2008). Tuz orami arttik¢a bakteri canliligi azalmistir. Yapilan g¢alismalarin
bliyiik cogunlugu da gida ile ile iliskili oldugu i¢in karsilastirmak zordur.

Izolatlarin tamaminin 4°C’de ve 15°C’de gelisebildigi, 19L2A ve 16LA
haricindekilerin de 45°C’de gelisebildigi gdzlenmistir. izolatlarin tamaminmn glikozu
fermentatif olarak hidrolize edebildigi gozlenmistir. Fermantasyon sonucu asit
olusturduklar1 da metil kirmizisi testinden belirlenmistir. Ahirwarl ve arkadaslar
(2017), gocuk tiikiiriiklerinden izole edile L. plantarum izolatlarinin ¢alismamiza benzer
olarak 15°C’de gelisebildigini bildirmislerdir. Ancak bizim izolatlarimizdan ikisi harig
digerleri 45°C’de gelisebilirken, arastiricilar L. plantarum suslarinin  45°C’de
gelisemedigini bildirmislerdir.

Laktobasil izolatlarindan 13L1A, 13L1B, 18LA disindakilerin arjininden
amonyak olusturma yetenegine sahip olmadiklar1 belirlenmistir. Benzer olarak
Hindistan’da  ¢ocuklarin tiikiiklerinden izole edilen laktobasiller i¢inde 21 L.
plantarum’un argininden amonyak olusturmadig bildirilmistir (Ahirwarl ve ark., 2017).
Homofermantatif sarap laktobasili L. delbrueckii ve L. plantarum’un ¢alismamizdaki
gibi arjinini parcalayamadigi ortaya konmustur (Edwards ve ark., 1993). Ayrica bazi
laktobasillerin siit fermantasyonunda da arjinini pargalayamadigi rapor edilmistir.
Ancak, peynirden izole edilen Lactococcus lactis subsp. lactis, ve baliktan izole edilen
L. plantarum arjinini pargalayabilmektedir (Liu ve Pilone, 1998). Buradan hareketle
LAB’leri arjininden amonyak olusturmasinin, mikroorganizmanin bulundugu kaynaga
ve de fermantasyon sekline gore degisebildigi sonucuna varilabilir.

Calismada tiikiiriikten izole edilen laktobasil izolatlarinin tanimlanmasinda API
CHL50 ve 16S rRNA dizi analizi kullanilmistir. Izolatlar i¢inde baskin tiir L. plantarum
olarak belirlenmistir.

API sonuglarina gore L. pentosus ve L. rhamnosus da elde edilmistir. API CHL 50
ile L. plantarum ya da L. pentosus oldugu belirlenen tiirlerin dizi analizi ile L.
plantarum oldugu belirlenmistir. Pek ¢ok LAB tiiriiniin besinsel ihtiyaclar1 ve gelisme
ihtiyaclar1 benzer oldugundan klasik metotlarla (API CHL 50 gibi) tanimlanmasi
zordur. Ayrica API CHLS50 gibi ticari amagl sistemler yeni 6zellik kazanmig tiirlerin
veya alt tiirlerin tanimlanmasinda yetersiz kalmaktadir Bu baglamda molekiiler

tanimlama yontemleri daha giivenilirdir (Kiran ve Osmanagaoglu, 2011). Chalakov ve
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arkadaglar1 (2017), yaptiklar1 ¢alismada API web veri tabaninda L. plantarum ve L.
pentosus tiirlerinin biyokimyasal profillerinin benzer oldugunu belirtmislerdir. Ayni
arastirmacilar API web veri tabanmin yeni izole edilen suslarin tanimlanmasinda
yetersiz  kaldigini, molekiiler tanimlama yontemlerinin kullanilmas1 gerektigini
belirtmislerdir.

16S rRNA dizi analizi yontemine gore, izolatlarin L. plantarum olma olasilig1
%95 ile %98 araliginda bulunmustur. Ayni cinse ait olan tiirlerin dizi benzerliginin
%95-97 arasinda oldugu bilinmektedir (Madigan ve Martinko, 2010). 13L1B, 19L2A,
41.1B, 8LA ve 7L1 izolatlarinda 16S rRNA dizi analizi benzerlik oraninin %97’nin
altinda olmasi, bu izolatlarin yeni tiir olma potansiyellerinin degerlendirilmesi
gerektigini gostermektedir. Bu durumda gen bolgesinin tamaminin daha iyi bir
resollisyonda analizinin yapilmasi gerekmektedir, veya cok yakin bir tiirle DNA-DNA
hibridizasyonu yapilmalidir. 16S rRNA gen dizilenmesi ile ¢oziimlenemeyen
durumlarda ise Ozellikle protein kodlayan farkli gen bolgelerin dizilenmesi
onerilmektedir. Bunun yaninda DNA G+C orani belirlenmesi, tim genom analizi
yontemleri de kullanilmaktadir. Genetik yontemlerden elde sonuglarin da fenotipik
karakterizasyon ile uyumlu olmasi gerekmektedir (Tindall ve ark., 2010).

Koll ve arkadaglar1 (2008), tiikiiriik izolatlarinda baskin tiir olarak, caligmamiza
benzer sekilde, L. plantarum bulmuslardir. Yapilan diger calismalarda tiikiiriikten
Tennpaisan ve Dahlen (2006); L. rhamnosus, L. caseii, L. plantarum, L. acidophilus, L.
fermentum, L. salivarius tiirlerini, Koll-Klais ve arkadaslar1 (2005); L. fermentum, L.
oris, L. salivarius, L. acidophilus, L. plantarum, L. paracasei, L. rhamnosus tiirlerini
belirlemiglerdir. Smith ve arkadaslar1 (2001), ise tiikiirikten L. plantarum izole
edememisglerdir, ancak L. case, L. acidophilus, L. fermentum, L. salivarius, L. brevis
tirlerini izole etmislerdir. Buna karsilik Ahrne ve arkakaslari (1998), saglikli
insanlarin  rektal ve oral mikrobiyatasinda en fazla L. plantarum izole ettiklerini
bildirmiglerdir. Oral mikrobiata kompleks ve dinamik bir yapidadir. Cevresel ve
besinsel faktorlerden 6nemli 6l¢iide etkilenmektedir.

Ulkemizde Giingér ve arkadaslari (2013), tarafindan yapilan bir ¢alismada saglhikli
cocuklarin agizlarindan Lactococcus lactis ss. lactis, Pediococus pentosaceus,
Pediococus sp., Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus case, Lactobacillus paracasei
ss paracasei, Weissella confusa izole edilmistir. Calismamizda ise bu ¢esitliligi

yakalayamadik. Bunun sebebi izolasyondan sonra zamana bagli olarak izolatlarin bir
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cogunu kaybetmemiz olabilecegi gibi drneklemede sadece tiikiiriik kullanmamiz da
olabilir. Bakteri ¢esitliligi izole edilen yere ve iilkelere gorede degismektedir. Roman-
Méndez ve arkadaslar1 (2009), Meksikali ve Fransiz ¢ocuklarda dis ¢iiriigiinden en sik
L. rhamnosus izole ettiklerini bildirmislerdir. Fransiz ¢ocuklarda L. rhamnosus izole
edilirken diger laktobasillerin izole edilemedigini Meksikali ¢ocuklarda ise L.
rhamnosus ile birlikte L. acidophilus ve L. brevis’in de izole edildigini bildirmiglerdir.
Colloca ve arkadaslar1 (2000), saglikli bireylerin dil, dis ve tiikiiriigiinden L. fermentum,
L. plantarum, L. salivarius, L. rhamnosus ve L. acidophilus izole ettiklerini
bildirmislerdir.

Oral mikrobiyota dis saglig1 agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Dis ¢lirtiklerinin
olugsmasindan agiz kokusuna kadar bir ¢ok hastaliga neden olabilmektedir (Matsumoto
ve ark, 2005). Buna karsilik laktik asit bakterilerinin agiz sagligina yararh etkileri de
ortaya konmustur (Ouwehand ve ark., 2002 ).

Hemolitik aktivite belirleme deneyi sonuglarina gore izolatlarin tamaminin
hemolitik aktivite gostermedigi, bundan dolayr da probiyotik olarak kullanilmasinda
sakinca bulunmadigi belirlenmistir.

Antibiyotik duyarlilik testi bulgularina gore; izolatlarin tamami vankomisin (VA)
direnglidir. Izolatlarin 14 tanesi (4L1B, 4L2, SL1A, 5L1B, SL1A, 8L1B, S8L1C, 9L2B
13L1A, 14L1, 19L2A, 19L2AX, 19L2B, 21L2) Klindamisin (CC) direnglidir.
Izolatlarn 12 tanesi (4L1B, 4L2, 5L1B, 8L1A, SLIC, 9L2B 13L1A, 14L1, 16LA,
19L1A, 20L2A, 21L2) Siproflxasin (CIP) direnglidir. 19L2A, sefotaksim (CTX)
direnclidir. 19L1A tetrasiklin (TE) direnclidir. 7L1 gentamisin (GE) direnclidir.

Probiyotik strainler i¢in en 6nemli Ozellik transfer edilebilir antibiyotik direng
geni tasimiyor olmasidir (Duncan, 2003). Antibiyotik dire¢ geninin plasmid ya da
transpozonlar gibi tagiabilir genetik elementlerde mi yoksa asil kromozom iistiinde mi
oldugunun saptanmasi Onerilmektedir (Saarela ve ark., 2000). Cesitli calismalarda,
laktobasillerin vankomisine karsi dogal direngli olduklari saptanmistir. (Charteris ve
ark., 1998a, Temmerman ve ark., 2002; Zhou ve ark., 2005; Kastner ve ark., 2006;
Maragkoudakis ve ark., 2006). Laktobasillerin vankomisin diren¢ genlerinin diger
bakterilere aktarabildigi ortaya konmamustir (Tynkkynen ve ark., 1998). Yapilan
calismalarda laktobasillerin; basitrasin, siprofloksasin, kanamisin, gentamisin,
streptomisin ve vankomisine karsi yiiksek dogal direnge sahip oldugu, penisilin ve

ampisilin gibi hiicre duvar1 sentezi inhibitdriine karst ise duyarli olduklar1 saptanmigtir
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(Danielsen ve Wind, 2003; Shao ve ark., 2015). Calismamiza benzer olarak Egervarn
(2009), inceledikleri L. plantarum suslarinin ampisilin, gentamisin duyarli, eritromisin,
klindamisin ve streptomisine karsi direngli olduklarini vurgulamislardir. Tetrasikline
kars1 elde edilen direncin, plazmide bagli tet (M) ile iliskili oldugunu saptamustir.

Kullanilan izolatlarin B. cereus, B. subtilis, Escherichia coli, E. feacalis, K.
pneumoniae, L. monocytogenes, Pseudomonas aeroginosa, S. Typhimurium, S. aureus,
Y. enterocolitica, P. vulgaris, S. mutants2-2, S. mutants2-3, C. albicans ATCC |,
Candida tropicalis ve C. albicans 625’¢ kars1 antimikrobiyal etkisi arastirilmigtir. P.
vulgaris, B. cereus, S. typhimurium ve S. aureus 'a karsi izolatlarin tamam1 antagonistik
etki gostermistir. B. subtilis’e karst 7L1, 13L2A, 19L3 haricindeki izolatlar, L.
monocytogenes’e karst 4L1A, S5LIB, 16LA, 19L3 haricindeki izolatlar, K.
pneumoniae’ye kars1t 4L1A ve S5L1A disindaki tiim izolatlar, E. feacalis’e kars1 13L2A,
14L1, 19L2A, 28LB disindaki izolatlar, Y. enterocolitica’ya kars1 4L1B, 5L1B, 13L2A,
14L1B, 19L3 disindaki izolatlar antagonistik etki gdstermistir. Izolatlardan hi¢ biri C.
albicans ATCC, Candida tropicalis ve C. albicans 625’ e Kkarst inhibisyon
gosterememistir.

Laktobasil  izolatlari,  gatrointestinal  sistem  patojenleri  olan  test
mikroorganizmalarinin hemen hepsine karsi antagonistik etki gostermislerdir. Agiz
probiyotigi olarak kullanilacak olan mikroorganizmalar gastrointestinal sisteme de
gireceginden oradaki patojen mikroorganizmalarin inhibisyonu da istenen bir durumdur.

[zolatlarin tamamu S. mutans 2-2 ve S. mutans 3-2’a kars1 inhibisyon gdstermistir.
En yiiksek inhibisyon gdsteren izolatlar S. mutans 2-2 i¢in; SL1B, 7L1, 8L1A, 8LA,
8L1B, 9L2B, 14L1 iken, S. mutans 3-2 i¢in; 4L1B, 5L1A, 8L1C, 8L1B, 13L1A ve
19L1A olmustur. En diisiik inhibisyon gosteren izolatlar S. mutans 2-2 i¢in; 4L.2, 8L1C,
28LB2 iken, S. mutans 3-2 i¢in; 4L1A, 14L1, 18LA, 20LB olmustur. Dis ¢iiriiklerine
sebebiyet veren mikroorganizmalar olan S. mutans’a kars1 izolatlarin antagonistik etki
gostermesi agiz probiyotigi olarak kullanilacak mikroorganizmalar i¢in aranan bir
ozelliktir.

Yine calismamiza paralel olarak, Sookkhee ve arkadaslar1 (2000), saglikli agizdan
izole ettikleri laktobasillerin antimikrobiyal aktivitesini analiz etmislerdir ve bes tiikriik
laktobasil izolatinin (L. paracasei’nin 3 izolati, L. rhamnosus’un 2 izolati) mutans
streptokoklara (S. mutans, S. sanguis, S. salivarius), Staphylococcus aureus,

Actinomyces viscosus, P. gingivalis ve Candida’ya karsi antimikrobiyal etkili oldugunu
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gostermislerdir. Benzer olarak yapilan bir ¢alismada da Samot ve Badet (2012), 66
oral laktik asit bakterisinin hepsinin S. mutans’1 inhibe ettigini bildirmislerdir. Simark-
Mattsson ve arkadaslart (2007), tarafindan yapilan c¢alismada in-vitro ortamda
laktobasillerin  S.mutans’in gelisimini inhibe ettigi gosterilmistir. Michalek ve
arkadaglar1 (1981), dis plaginda L. casei bulundugu durumlarda S. mutans’in azaldigin
bildirmislerdir. Ahumada ve arkadaslar1 (2001) dilden izole edilen laktobasillerin % 36
sinin S. mutans gelisimini inhibe ettigini gostermislerdir. Bu konuda yapilan diger
caligmalarda da benzer sonuglar elde edilmistir (Ishakawa ve ark., 1990; Nase ve ark,
2001; Iniesta ve ark., 2012). Koll ve arkadaslar1 (2008), L. plantarum, L. paracasei, L.
salivarius ve L. rhamnosus suslarinin, hem yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugunu hem de c¢evresel strese yliksek toleransa sahip oldugunu ifade etmislerdir.
Bifidobacterium ve Lactobacillus igeren probiyotiklerin ¢iiriilk olusturan S. mutans
miktarini azalttig1 bir ¢ok ¢alismada ortaya konmustur (Haukioja, 2010; Anilkumar ve
Monisha, 2012; Bizzini ve ark., 2012). Benzer calismalarda probiyotik igerikli iiriin
kullaniminin S. mutans sayisini azalttigi gosterilmistir (Ndse ve ark., 2001; Ahola ve
ark., 2002; Jindal ve ark., 2011; Singh ve ark., 2011; Twetman ve Keller 2012; Juneja
ve Kakade, 2012; Campiis ve ark., 2014; Nagarajappa ve ark., 2015 ). Jindal ve
arkadaslar1 (2011), 150 saglikli (7-14 yas) cocukla 14 giin siireyle yaptiklar1 ¢aligmada,
L. rhamnosus, Bacillus coagulans ve Bifidobacterium tiirlerinin dondurularak
kurutulmus toz kombinasyonu uygulayarak tiikiiriikte mutans streptokok sayilarinda
istatistiksel olarak anlamli azalma gozlemiglerdir. Laktik asit bakterilerinin
antimikrobiyal etkisinin laktik asit, hidrojen peroksit, asetik asit, hidrojen siilfir,
bakteriyosin ya da bakteriyosin benzeri maddelerden meydana geldigi de bildirilmistir
(Gilliand, 1990; Lewus ve ark., 1991).

Ancak bulgularimizin aksine probiyotik tiiketiminin tiikiiriikteki laktobasilleri
azalttigin1 ancak streptokoklart dnemli oranda etkilemedigini ifade eden goriisler de
mevcuttur. Cesitli caligmalarda siit, tablet, pastil gibi cesitli formlarda probiyotik
aliminin ¢iirtik olusturan bakterilerin miktarini etkilemedigi gosterilmistir (Lexner ve
ark., 2010; Chuang ve ark., 2011; Cildir ve ark., 2012; Marttinen ve ark., 2012). Taipale
ve arkadaslar1 (2013)’nin yaptig1 ¢alismaya gore bebeklikte uygulanan Bifidobacterium
animalis subsp lactis BB-12, 4 yasma kadar ¢iirik olusumunu artirmadigi yada
azaltmadigidir. Gruner ve arkadaslart (2016), yaptiklari c¢aligmada probiyotik

kullantmimin S. mutans sayilarini azalttigin1 ancak ciiriik goriilme olasiligini 6nemli
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Olciide diistirmedigini belirtmislerdir. Matsumoto ve arkadaglarinin (2005), ¢aligmasinda
molar diglerin yiizeylerinin S. mutans MT8148R ve L. salivarius LS1952R ile siiper
enfeksiyonu, MT8148R yerlesmesini desteklemistir. Yli- Knuuttila ve arkadaslarinin
(2006), calismasinda ise 14 giin siireyle probiyotik igecek tiikketen 56 bireyde L.
rhamnosus GG, agiz bosluguna kolonize olmadigr goriilmistir. Montanalto ve
arkadaslarinin (2004), yaptig1 calismaya gore; oral yolda kullanilacak probiyotiklerin
hem kapsiillerle hem de sivi halde agiz yoluyla verilmesi, laktobasillerin tiikriik sayisini
belirgin sekilde arttirmaktadir, S. mutans populasyonlarini ise Onemli Olcilide
degistirmemistir.

Antimikrobiyal etki i¢in kullanilan filtratlarin diisiik olan pH’s1, test sirasinda pH
6,5’e ayarlandiginda yapilan deneylerin sonucunda laktobasil filtratlarindan higbiri test
mikroorganizmalarina karsi zon olusturamamistir. Buna dayanarak, antagonistik etkinin
disik pH’ya bagli oldugu tahmin edilmektedir. Agiz mikrobiotasinda bulunan
laktobasillerin asit iiretimleri nedeniyle dis ¢liriimesine yol actiklari diisiiniilse de, bazi
durumlarda laktobasiller c¢iiriikk olusturan bakterileri inhibe ederek ve dis ylizeyine
tutunma 6zelligi agisindan onlarla rekabete girerek faydali rol oynadigr ileri stirtilmiistiir
(Michalek ve ark., 1981). Laktik asit, asetik asit gibi organik asitlerin S. mutans’:
inhibe ettigi diisiiniilsede ¢alismamizda laktik asit miktart ile tutunan S. mutans sayisi
arasinda istatistiki olarak bir korelasyon bulunamamistir. Ayni sekilde pH ile tutunan S.
mutans sayist arasinda da Onemli bir korelasyon bulunamamistir. L.plantarum
izolatlarmin tutunan S.mutans sayisinda azalmaya farkli mekanizmalar neden olmus
olabilir.

Probiyotik ozellik gésteren mikroorganizmalar {iirettikleri biyoaktif bilesenlerle
(bakteriyosin benzeri maddeler, organik asitler, hidrojen peroksit, nitrik oksit gibi)
patojenlerin sinyal mekanizmasini Onleyerek onlarin aktivitelerini engellerler. Ciiriik
olusturan patojenlere karst inhibisyon ozelligi agiz probiyotigi olarak kullanilacak
bakteriler i¢in aranan bir durumdur (Shenderov, 2011).

Izolatlarin {irettikleri laktik asit miktarlar1 4,632-15,306 mg/ml araliginda
bulunmustur. En diisiik deger 7L1 e aittir. En yiiksek deger 28LA’ya aittir. izolatlarn
tirettikleri H2O2 miktarlar1 ise 0,0426 — 1,796 mg/ml araliginda belirlenmistir; en diisiik
deger 9L1 ¢ aittir, en yiiksek deger de 20L2A’ya aittir. Kivang ve arkadaslar1 (2014),
cocuklarin agizlarindan izole edilen 24 laktik asit bakterisinde laktik asit miktarinin L.

plantarum i¢in 0,35-0,92 mg/ml arasinda degistigini bildirmislerdir. Bu degerler bizim
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bulgularimizin ¢ok altindadir. Kivang ve arkadaglar1 (2011), bozadan izole ettikleri
ettikleri L. plantarum izolatlarinda laktik asit miktarin 0,16-7,79 mg/ml arasinda
degistigini rapor etmislerdir. Arastiricilar bu izolatlarda H>O; miktarlar ise 0,55- 2,18
(ug/ml) arasinda degistigini belirtmislerdir. Toksoy ve arkadaslart (1999), et
tirtinlerinden izole ettikleri 39 L. plantarum izolatinin 1,80-3,44 pg/ml H20; iirettigini
tesbit etmislerdir. Buna karsilik, Song ve arkadaslart (1999), japon kadinlardan izole
ettikleri vajinal L. plantarum’un H202 iiretemedigini bildirmislerdir. Uretilen madde
miktarindaki farkliliklarin susa 0zgii 6zelliklerden kaynaklandigir sdylenebilir; ayni
tiirtin bile farkli suslarinda farkli biyolojik aktiviteler gozlenebilir.

Lactobacillus suslar1 laktik asit ve H.O2 gibi antimikrobiyal maddeler tiretmek
suretiyle patojenleri inhibe edebilmektedir (Redondo ve Lopez, 1990; Klebanoff ve
ark., 1991; Boris ve Barbes, 2000). Calismamizda laktik asit bakterilerinin iirettigi H202
miktar1 ile tutunan S.mutans sayisi arasinda 6nemli bir korelasyon bulunmustur.
Bakteriler tarafindan iiretilen H202 S. mutans’in tutunmasini etkilemistir.

Zamana bagli aside tolerans ¢alismalarinin bulgularina gore izolatlarin tamamin 4.
saat ve 24. saatteki canliliginin devam ettii ve bakteri sayisinin arttifi gézlenmistir.
Laktik asit bakterilerinin asit toleransinin diger ¢alismalarlar karsilastirilmasi: oldukca
zordur. Ciinkii farkli yontemler ve suslar kullanilmaktadir. Ancak caligmalar L.
plantarum’un asit toleransinin yiiksek oldugunu gostermektedir (Alegria ve ark., 2004;
Mathara ve ark., 2008). pH 2,5 gibi bir pH’ya tolerans; Mathara ve arkadaslar1 (2008),
tarafindan bakterilerin bu diisiik pH’ya kisa siireli maruz kalmasi seklinde agiklanmugtir.
McDonald ve arkadaglar1 (1990), L. plantarum'un pH homeostasisini pH 3,0 degerine
kadar koruyabildigini ve sadece i¢ pH’min 4,6-4,8’¢ ulastigi zaman biiylimesinin
durdugunu belirtmislerdir. Ayrica arginin dihidrolaz yolu (Arena ve ark., 1999) ve
glutamat dekarboksilasyonu (Siragusa ve ark., 2007) ile bu tiirlerin segilmis ortamlarda
asit toleransini artirabilecegi bildirilmistir. Bizim izolatlarimizda argininden amonyak
olusmadigi igin asit toleransmin buna bagl olmadigini disiinliyoruz. Ancak asit
tolerans1 glutamat dekarboksilasyonu ile iliskili olabilir ancak bu konunun arastirilmasi
gerekmektedir (Dhaka ve ark., 2012).

A1z probiyotigi olarak kullanilacak olan mikroorganizmalar gastrointestinal
sisteme de gireceginden midedeki asit ortamda canli kalabilmesi istenen bir 6zellik
olacaktir. Laktik asit bakterilerinin probiyotik oOzelliklerini arastirildigi  bazi

caligmalarda izolatlarin diisik pH’da canli  kalabildiklerini = goOsterilmistir
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(Xanthopoulos ve ark., 2001; Prasad ve ark., 1990), Ayrica Demirok ve arkadaslar
(2014), bebeklerden izole ettikleri laktobasillerin ozelliklerini arastirdiklari ¢alismada
inceledikleri laktobasil izolatlar1 arasinda L.casei’nin diisiik pH’ya (pH 3) daha direngli
oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda izolatlarin iirettigi asit miktar1 ile ortamin
asitligini pH 3,60-4,10 aralifina getirdikleri gézlenmistir; izolatlarin pH degeri en diisiik
olan1 pH 3,60 ile 19L2B’ dir, en yiiksek pH degeri ise pH 4,10 olarak 11L1 izolatina
aittir.

Karyojenik mikroorganizmalarin inhibe edilmesindeki ilk asama, laktik asit
bakterilerinin dis ylizeyinde kolonize olmasidir. Agiz probiyotigi olarak kullanilacak
mikroorganizma Ozelliklerinden biri de agizdaki patojenlerle tutunma yetenegi
acisindan rekabet edebilmesidir. Bu 6zelligi denemek ic¢in ¢alismamizda izolatlarin
gercek dis yiizeyinde S. mutans’a karsi tutunma yiizeyi agisindan rekabeti incelenmistir.

Yapilan deney sonuglarma bakildiginda, baslangigta yogunlugu 10°-10%
laktobasil izolatlarimin dis yiizeyine yiiksek yogunlukta baglandigi (108-10'°)
goriilmiistiir. Aym sekilde S.mutans tek basma oldugunda dis yiizeyine adezyonu 108-
10% oraninda iken laktobasillerle birlikte uygulandiginda S. mutans adezyonu &nemli
dl¢iide diismiistiir. 8L1C, 13L1B, 16LA, izolatlarinda ml’deki tutunan bakteri sayis1 10°
kob kadar diiserken 8LA, 8L1, 14L1,18LA, 21L2, 28LBX, 28LB2 izolatlarinda ise dis
yiizeyine tutunan S. mutans sayis1 108 kob/ml olarak belirlenmistir. Kullanilan izolatlar,
tutunan S. mutans sayilarini azaltmigtir. Tong ve arkadaslar1 (2011), L. lactis ile ilgili
olarak benzer bulgular bildirmisler. Bu ¢aligmada L. lactis’in dis ylizeyinde S. mutans’a
kars1 antagonist etki gosterdigini ve dis ¢iirigline neden olan S.mutans 1n sayisinin
azaltilmasinda etkili oldugu ortaya konmustur.

Oral kavitenin ekosistemi mikroorganizmalarin gelismesine uygun ortami
saglamaktadir. Bunun yaninda mikroorganizmalarin adsorbe olabilecegi yiizeylerde bu
ortamda bulunmaktadir (Fejerskov ve Kidd, 2003). Bakterilerin agizdaki kolonizasyonu
icin en dnemli adim ag1z yiizeylerine yapismasidir (Stamatova ve ark., 2009; Stamatova
ve Meurman, 2009).

Probiyotik bakteriler patojen bakterilerin baglanacagi  reseptor bdlgelere
baglanarak patojenlerin adezyonunu engellemektedir (Haukioja ve ark., 2008;
Stamatova ve ark., 2009; Esteban-Fernandez ve ark., 2018)

Laktik asit bakterilerinin yumusak ve sert dokulara yapigsmasinda spesifik ve

spesifik olmayan bakteri mekanizmalarinin rol oynadig: belirtilmistir (Gibbons, 1996).
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Dis yiizeyine yapismada fiziksel etkilesimler kadar kimyasal etkilesimlerde -etkili
olmaktadir (Carlen ve ark., 1996).

Ayrica, bakterilerin ayn1 kolonizasyon bolgesi icin rekabeti, bakteriyel
adhezyonun artmasi tizerine etkili olabilmektedir (Filoche ve ark., 2004). L. plantarum
13L1B bu bulguyu desteklemektedir. Adezyon bolgesi igin rekabet L. plantarum
13L1B’nin daha fazla adezyonuna neden olmustur. Buna karsin diger bakterilerde boyle
bir etkilesim goriilmemistir. L. plantarum 13L1B disindaki diger bakteriler ile ilgili
tutunma  sonuglarimizin Guan ve arkadaslari (2001)’nin da ileri siirdiigii gibi
Streptococcus yogunlugu 10%°dan daha yiiksek oldugunda diger mikroorganizmalarin
yiizeye daha az tutundugunu ileri siirdiikleri ¢alismalarinin sonucuyla uyumlu oldugu
gorilmiistiir. Bulgularimizin aksine Giing6r ve arkadaglari (2013), baslangi¢c yogunlugu
108 kob/ml olan S.mutans’in, laktik asit bakterilerin yiizeye tutunmasini engellemesi
beklenirken, laktik asit bakterilerinin her iki deneyde de dis yiizeyine S.mutans’tan daha
yiikksek yogunlukta baglandigini bildirmislerdir. Calismamizda L.plantarum 8L1C,
14L1B, 19L2B, 21L2 Giingor ve arkadaslar1 (2013), ile uyumlu sonuglar vermistir.
Stamatova ve Meurman (2009), laktobasillerin tiikiiriik proteinlerine baglanarak
epitelyal hiicrelere yapistigin1 yada adezyon bolgesinde diger bakterilere baglanarak
oral dokulara yapistigini ileri stirmiislerdir.

Yapay tiikiirik ile kapli dislere L. plantarum izolatlari1  farkli oranlarda
baglanmistir. Calismamizin aksine Giingdr ve arkadaslar1 (2013), laktik asit bakterileri
icinde tiikiiriik ile kapli dis yiizeyine en diisiik yogunlukta baglanan suslarin L.
plantarum oldugunu bildirmislerdir. Ancak dis yiizeyi tiikiiriik ile kapli olmadiginda en
yiiksek baglanmanin L. plantarum oldugunu rapor etmislerdir. Calismamizda yiliksek
baglanma goézlememiz yapay tiikiiriik kullanmamiz nedeniyle olabilir. L. rhamnosus
LGG ve L.delbrueckii bulgaricus’nin tiikrikle kapli hidroksiapatite tutunmasinin
incelendigi bir ¢alismada, LGG’ nin tiikriikle kapli hidroksiapatit yiizeye, L. delbrueckii
bulgaricus ve S.sanguinis’ten daha gii¢lii tutundugu goriilmiistiir (Stamatova ve ark.,
2009). Comelli ve arkadaslar1 (2002), agizdan izole edilen laktik asit bakterilerinden S.
thermophilus NCC1561 ve Lactococcus lactis NCC2211’in tiikriikle kaplh
hidroksiapatite yiiksek diizeyde baglandigin1 gostermislerdir. Laktobasillerin mutans
streptokoklarin tutunmas: iizerine etkileriyle ilgili yapilan bir baska calismada, L.
fermentum siipernatani ile S. mutans gelisimi inhibe edilememis ancak S. mutans’in

tutunma 6zelligi inhibe edilmistir (Chung ve ark., 2004). Lin ve arkadaslar1 (2015),
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calismalarinda kullandiklart bes laktobasil izolatinin (Lactobacillus casei Shirota,
Lactobacillus casei LCO1, Lactobacillus plantarum ST-III, Lactobacillus paracasei
Lpc-37 ve Lactobacillus rhamnosus HNOO01) mutans streptokoklarin biyofilm
olusturmasini ve gelisimini Onledigini rapor etmislerdir. Plasebo kontrollii ¢ift korli
yapilan bir ¢alismada S. salivarius K12 verilmesi bireylerde S. mutans seviyesini
diistirdiigii goriilmiistiir ve plak olusumunu azalttigi da gozlenmistir (Burton ve ark.,
2013). Busscher ve arkadaslar1 (1999), normal yogurttaki L. bulgaricus 'un dis minesine
tutunamadigini ancak yogurda eklenen L. acidophilus ve L. casei’nin mineye
tutunabildiginden agizda kolonize olabildigini gostermislerdir. L. acidophilus ve L.
casei igeren yogurtlarin 1 hafta siireyle tiiketiminin tiikiiriikteki ve plaktaki diger
laktobasilleri uzaklastirdigini rapor etmislerdir. Teanpaisan ve arkadaglar1 (2011),
biyofilm modelinde alt1 probiyotik L. paracasei, L. plantarum, L.rhamnosus, L. casei ve
L. salivarius. Lactobacillus SD1-SD6 tiiriin  S. mutans ATCC 25175’a kars1 giiglii
inhibitdr etki gosterdigini gozlemislerdir. Bu etkinin asidik sartlarda arttigini
saptamislardir.

LAB’1n yiizeylere tutunma ve ayni ekosistemdeki mikroorganizmalarla rekabet
etme becerisinin cogunlugu algilama mekanizmasiyla kontrol edildigi bildirilmistir. L.
plantarum WCFS1 ile yapilan bir g¢alismada bu tiiriin ¢evrede yaygmn olarak
bulunmasinin ve adaptasyon kabiliyetinin diger tiirlere kiyasla daha 1yi olmasinin sebebi
olarak ¢ogunlugu algilama mekanizmasi gésterilmistir (Sturme ve ark, 2007; O'Flaherty
ve Klaenhammer, 2010).

Saglik agisindan pek ¢ok alanda kullanilan probiyotiklerin agiz ve dis saglhiginda
onleyici ve tedavi edici olarak kullanilmaya baslamasi umut vericidir. Zira oral
mikrobiotadaki patojenlerin varlifi sadece agiz iciyle sinirli degildir; sistemik
hastaliklarla agiz patojenleri arasinda pozitif korelasyon bulunan ¢alismalar mevcuttur.
Bunlar arasinda kalp damar saglig1 hastaliklar1 (Korev ve ark., 2011), diyabet (Casarin
ve ark., 2013), timorler (Hooper ve ark., 2009) sayilabilir. Erken cocukluk donemindeki
bireylerle yapilan ¢aligmalar, agiz saghgnin iyilesmesiyle genel sagligmm da
iyilesecegini (metabolik domino etkisi) diislindiirmektedir. Probiyotik kullanima,
curiiklerin ve diger agiz hastaliklarinin 6nlenmesinde ve bunlarla miicadelede yerlesik

yontemlere degerli bir yardimci olabilir (Twetman 2016).
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Viicudumuzun giris kapisi olan agizdaki patojenlerin faaliyetlerini engelleyecek
“ag1z probiyotigi” olarak tanimlanacak yeni izolatlarin kesfi ile daha saglikli bir yasam
elde etme fikri heyecan vericidir.

Agzinda dis c¢iirigii ve restorasyon bulunmayan bireylerden izole edilen
laktobasillerin streptokoklar1 inhibe ettigi ve S.mutans inhibisyonunda etkili olan
laktobasiller ise etki sirasina gore L.paracasei, L.plantarum ve L.rhamnosus’un olarak
siralandigi bildirilmistir (Simark-Mattsson ve ark., 2007). Arastiricilar oral hijyeni iyi
olan bireylerin oral kavitelerinden izole edilen probiyotik mikroorganizmalarin dis
cliriigiiniin 6nlenmesinde ve tedavisinde kullanilabilecegini ileri siirmiislerdir. Ancak,
konuyla ilgili daha detayli ¢alismalara ihtiya¢ oldugu rapor edilmistir.

Yiiksek adezyon kapasitesine sahip dogal izolatlar, oral sagligin saglanmasinda ve
siirdliriilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Karyojenik mikroorganizmanin
biiyiimesinin engellenmesinin ilk adimi bu mikroorganizmalarin dis yiizeyine
kolonizasyonunun 6niine gegilmesidir. Bunun i¢in son yillarda probiyotik bakteriler bu
amacla kullanilmaya baslanmistir. Bu giine kadar probiyotik bakterilerin ¢esitli
sekillerde kullanimmin S. mutans {izerine etkisi arastirilmistir. Yapilan calismalara
bakildiginda bunlarin genellikle standart kiiltiirlerle yapildigr  goriilmektedir.
Calismamizda ise izolatlar bizim halkimiza ait izolatlardir. Bu sekilde yapilan caligma
sayis1 birkag tanedir (Erten 2005, Giingor ve ark., 2013). Probiyotik 6zellik susa 6zgii
oldugu icin bu 6zelligi tasiyan iilkemize uygun laktik asit bakterilerinin belirlenmesi
Onem tagimaktadir.

L. plantarum ve S. mutans arasindaki antagonizm, S. mutans kolonizasyonunu dis
yiizeyinde tutunumu lizerine etkili olmustur. S. mutans’in kolonizasyonunun azalmasi
dis ciiriiklerinin olusumunu geciktirmede yararli olabilir. Izolatlarimiz iginde L.
plantarum 13L1B, 14L1, 14L1B, 28LBX suslart her iki yontem ile yapilan tutunma
testlerinde timit var suslar olarak ortaya ¢ikmistir. Bu suslar S. mutans tutunmasini
Oonemli Olglide azaltmistir. Ancak caligmalarimiz in vitro olarak yapildigi igin bu
caligmalarin in vivo olarak denenmesi gerekmektedir. Agiz ortaminda tiikiiriik siirekli
bir akis halindedir. Igeriginde ise ¢esitli enzimler ve proteinler bulunmaktadir. Bu arada
cok cesitli gidalar da tiiketilmektedir. Bu sekilde dinamik bir ortamda probiyotik
olabilecegini belirledigimiz bakterilerin test edilmesi ve davranisinin belirlenmesi
gerekmektedir. Ancak burada bazi laktik asit bakterilerini derin ¢iiriiklerin nedeni

oldugu unutulmamalidir. Schwendicke ve arkadaslar1 (2014), probiyotik tiirlerin
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kendiliginden ciiriik olusturabilecekleri diigiincesiyle yaptiklar1 ¢caligmada, probiyotik L.
rhamnosus GG'yi S. mutants ile karsilastirmiglardir ve dis dokularinda olusan mineral
kaybini analiz etmislerdir. LGG, 06zellikle dentin bosluklarinda ve yliksek derecede
ciriik olusumunu destekleyen kosullarda mineral kaybmma neden oldugunu
gozlemislerdir. L. rhamnosus GG’nin, S. mutans iizerinde inhibitor etkilere sahip
olmadigi daha ziyade in vitro ¢iiriige katkida bulundugu sonucuna varmiglardir. Belki
de probiyotik bakterilerin bazi iirinleri S.mutans’in tutunmasini engellemede ¢iirlik
olusturma riski olmadan kullanilabilir. Bu hususunda arastirilmasi yararh olacaktir.

Ag1z probiyotigi olarak kullanilacak bakterinin agizda uzun siire kalabilecek pastil
veya sakiz gibi ¢ignenebilen iirlinlerle verilmesi gerektigi dis hekimlerince tavsiye
edilmektedir. Sakiz veya pastillere katilan probiyotiklerin giinliik kullanimlarinin da
tilkiiriik icerisindeki S. mutans sayisini azalttigi gosterilmistir (Caglar ve ark., 2006;
2007). Probiyotik dis macununun kullaniminin da c¢iiriik olusturan bakteri sayilarinda
anlaml1 bir azalma sagladig1 gosterilmistir (Majstorovi ve ark., 2013).

Probiyotik suslarin agiz ve dis hastaliklarinin 6nlenmesinde veya tedavisinde
kullanilabilecek bir iirlin olarak diinya pazarina sunulabilmeleri i¢in uzun vadeli
caligmalara ihtiya¢ vardir. Zira yayinlanan calismalarin metodolojileri birbirinden
farklilik gostermektedir. Bu farkliliklar arasinda ¢alisma tasarimi, tedavi ve takip siiresi,
probiyotik suslar, probiyotiklerin konsantrasyonlar1 ve kullanilan araglar (siit iirlinleri,
dondurma, pastil, toz vs), secilen niifus, yas gibi faktorler sayilabilir. Agiz saglig i¢in
kullanilacak olan probiyotiklerin etkinliginin ve giivenliginin bilimsel olarak
kanitlanmis olmasi, kullanim sekli ve dozu, 6zellikle hangi hasta ve yas grubu i¢in
kullanilacaginin 1yi arastirilmasi gerekmektedir (Pradeep ve ark,2014). Bunun yaninda
agiz mikrobiotasindaki bireysel farkliliklar, kullanilacak olan probiyotik veya
probiyotiklerin karigiminin kisiye gore farkli olmasini gerektirebilir. Bu baglamda; agiz
probiyotigi olarak kullanilacak sus i1yi se¢ilmelidir. Ayrica bakteriyoterapi sonrasi ¢iiriik
gelisme olasilig da takip edilmelidir.

Ulkemizde agiz ve dis hastaliklarma yonelik olarak Tiirkiye’de iiretilen
Bakanlik onayli herhangi bir {iriin heniiz bulunmamaktadir. Ancak yurtdigindan ithal
edilen ve onay almais {iriinleri piyasada bulmak miimkiindjir.

Bu c¢alisma gostermistir ki; 15-18 yas arasi bireylerin tiikiiriiklerinden elde
edilen LAB izolatlarinin, bir agiz patojeni olan ve ¢iiriik olustrma 6zelligi bulunan S.

mutans’a karsi antimikrobiyal etkisi vardir. Ayrica bu izolatlar (13L1B, 14L1, 14L1B,
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28LBX) gergek dis yiizeyine tutunan S. mutans miktarini azaltmistir. Tim izolatlar dis
yiizeyine yiiksek oranda tutunma gostermistir. LAB izolatlarinin varlig: tiim durumlarda
S. mutans’in tutunma miktarini azaltmistir. Bu izolatlarin S. mutans kaynakli hastaliklari
Onlemede agiz probiyotigi olarak kullanilabilmeleri agisindan sonuglar umut vericidir.
Dis ciiriiklerinin 6nlenmesinde ve kontrol altina alinmasinda ¢iiriik karsiti1 ajan adaylari
olacak probiyotiklerin agiz probiyotigi olarak kullanilabilmeleri i¢in daha genis ¢apli

caligmalara ihtiyag vardir.
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