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OZET

Periopatojen Bakterilerin Kalsifikasyon Kabiliyetlerinin In Vitro incelenmesi
Ama¢: Bu c¢alismanin amaci; distasi igerisindeki varligi daha Onceki
caligmalarda belirlenmis olan bazi periopatojen bakterilerin periodontal hastaliga neden
olmalarinin yani sira distasi olusumunda rol alip almadiklarinin in vitro ortamda
arastirilmasidir. Bunun yani sira bazi dental plak bakterilerinin distas1 olusumunda aktif
yada pasif rol alip almadiklarinin belirlenmesi de amaglanmistir.
Materyal ve Metot: Calismada P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans,
F. nucleatum, C. matruchotii, C. albicans, S. sanguis, S. mutans ve S. gordonii
mikroorganizma suslart  kullanildi. Mikroorganizmalarin  canlandirilmasi  ve
inkiibasyonu i¢in TSBY, SDA ve BHI besiyerleri hazirlandi. Kalsifikasyon ¢aligmalari
icin kat1 (B-2, B-4, modifiye), siv1 besiyerleri ve MSB uygulama tamponu hazirlandi.
Kalsifikasyon yapip yapmadiklari 151k mikroskobu ve spektrofotometre ile incelendi.
Bulgular: Kati besiyeri bulgulari; B-2 besiyerinde S. mutans, S. sanguis,
S. gordonii ve C. albicans kalsifikasyon olustururken B-4 besiyerinde ise sadece
C. albicans’in kalsifikasyon olusturdugu gozlendi. Modifiye besiyerinde ise herhangi
bir tesbit yapilamadi. Sivi besiyeri bulgulari; S. mutans, S. sanguis, S. gordonii ve
C. albicans‘in kalsifikasyon olusturdugu gozlendi. MSB bulgular;; S. mutans,
S. sanguis, S. gordonii ve C. matruchotii nin kalsifikasyon olusturdugu gozlendi.
Sonug¢: S. mutans, S. sanguis, S. gordonii’nin distasi olusumuna hem aktif hem
de pasif, C. albicans’in sadece aktif, C. matruchotii’nin ise sadece pasif katilim
gosterdigi belirlendi. Periopatojen bakterilerin kalsifikasyon kabiliyetlerinin in vitro
incelenmesi sonucu P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans ve F. nucleatum’un
distas1 olusumuna katilmadiklari ortaya konuldu.

Anahtar Kelimeler: Mineralizasyon, distasi, periopatojen



ABSTRACT

In Vitro Investigation of Periopathogens Calcification Capabilities

Aim: The purpose of this study is to investigate some periopathogens which
determined in dental calculus and cause periodontal diseases in the formation of
calculus in vitro. In addition some dental plaque bacteria want to be invesitigated in
active or passive role of dental calculus formation.

Material and Method: Strains of P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans,
F. nucleatum, C. matruchotii, C. albicans, S. sanguis, S. mutans and S. gordonii used in
the study. TSBY, SDA and BHI mediums were prepared. Solid (B-2, B-4, modified),
liquid mediums and MSB buffer were prepared for calcification study. Calcification
capabilities examined with light microscope and spectrophotometer.

Results: Solid medium findings; we observed that S. mutans, S. sanguis,
S. gordonii and C. albicans created calcification in B-2 medium, in B-4 medium only
C. albicans calcification was observed. We couldn’t made any determination in
modified medium. Liquid medium findings; it was observed that S. mutans, S. sanguis,
S. gordonii and C. albicans created calcification. MSB findings; S. mutans, S. sanguis,
S. gordonii and C. matruchotii created calcification.

Conclusion: S. mutans, S. sanguis, S. gordonii both actively and passively
participate in formation of dental calculus, C. albicans only actively participate,
C. matruchotii was found to passively participate. Result of in vitro investigation of
periopathogens calcification capabilities, P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans,
F. nucleatum were found to not participate in the formation of dental calculus.

Key Words: Mineralization, dental calculus, periopathogen
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1. GIRIS

Periodontal hastaligin baslamasi ve ilerlemesinde primer etyolojik faktor dental
plaktir. Dental plagin mineralize olarak kalsifiye depozit sekline doniismesiyle distasi
meydana gelmektedir." Distaglarinin yiizeyi metabolik olarak aktif mikroorganizma
katmani ile kaplidir ve yapisinda bulunan non-mineralize alanlar periopatojen
bakterilerin viriilans faktdrlerinin digsariya salinimina olanak saglamaktadlr.z’ 3 Yapilan
epidemiyolojik ¢aligmalarda distasi ile periodontal hastalik arasinda giiglii bir
korelasyon oldugu belirtilmistir.* ® Bunun nedeni distasimin dokuya zarar verebilen,
toksik iiriinleri absorbe edebilen ve bakteriyel tutulumu kolaylastiran piirtizli yatp1s1d1r.6

Distas1 olusumunun organik matriksin mineralize olmasiyla meydana geldigi
belirtilse de kalsifikasyon icin gerekli fiziksel sartlarin bakteriler tarafindan
olusturuldugu diistiniilmektedir. Soyle ki; dental plak icerisindeki bakteriler lokal pH
seviyesini yiikseltmekte, pH yiikselince de kalsiyum-fosfat iyonlari fiziksel olarak
cokelmektedir. Distas1 olusumunda kalsifikasyonun bazi canli bakteri kolonileri i¢inde
basladig1 ve bu bakterilerin kolayca mineralize oldugu, kalsifiye olmayan bakterilerin
ise mineralize doku igerisinde zamanla dejenere oldugu belirtilmistir.” Bakteriyel
mineralizasyon ile ilgili ilk ¢alisma Corynebacterium matruchotii (C. matruchotii)
tizerinde yapilmig ve hiicre membraninda bulunan fosfolipid sayesinde apatit
olusturdugu belirlenmisgtir.® °

Mikrobiyal dental plak (MDP) bakterileri ile yapilan galismalar ise yiiksek
yogunlukta iyon iceren ortamlarda yapilmis ve bu nedenle sinirli kalmistir. Bu
caligmalar neticesinde actinomycesler, stafilokoklar ve streptokoklarin bakteriyel
mineralizasyona katildiklari tesbit edilmistir.’®*® Streptococcus salivarius (S. salivarius)
ve Streptococcus sanguis (S. sanguis) iizerinde yapilan in vitro deneyde ise bu

bakterilerin pH yiikselmesine neden olarak kalsifikasyona katildig: belirtilmistir.®



Distas1 olusumunda bakterilerin etkileri arastirilmis olmasina ragmen kesin ve
aciklayici bilgilere ulasilamamaktadir. Ozellikle distasi olusumuna katilan ve distast
igerisinde bulunan bakterilerin kalsifikasyon mekanizmasinda gorev yapip yapmadiklari
bilinmemektedir. Friskopp, supragingival distasinda hakim olan filament6z bakterilerin
kalsifikasyona engel oldugunu belirtmistir.* Jepsen ve ark. ise distasi olusumunda
bakteri varligmin gerekli oldugunu, bakterilerin salgilamis olduklar1 laktat
dehidrogenaz, alkalin fosfataz ve asit fosfataz gibi enzimler araciligiyla distasi
olusumunda aktif rol oynadiklarini belirtmislerdir.® Distasinin mikroorganizma
icerigini belirlemeye yonelik yapilan ¢alismalarda belirtilen plak bakterilerinin yani sira
periopatojen bakterilere de rastlanmugtir.® *° Subgingival distasinda Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans), Porphyromonas gingivalis
(P. gingivalis) ve Treponema denticola (T. denticola) belirlenmistir.'® Bu bilgiler
1s18inda ¢aligmanin amaci; distaslar iizerinde yapilan ¢alismalarda distasinda belirlenen
bazi periopatojen bakterilerin ve plak olusumunda gorev alan bazi mikroorganizmalarin

in vitro ortamda kalsifikasyon olusumuna katilip katilmadiklarinin belirlenmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Periodontal Hastahk Tanimi
Periodontal hastaliklar, bakteriyel plaga bagli gelisen ve disi cevreleyen

" Pperiodontal

dokularda enflemasyona neden olan enfeksiyoz hastaliklardir.!
hastaliklarin olusumunda asil etken mikrobiyal dental plaktlr,ls’ Y bunun yani sira
cevresel, genetik ve konak faktdrlerinin de etkileri vardir.?

Periodontal hastaliklar oldukg¢a yiiksek prevelensa sahiptirler ve diinya
populasyonunun %90’1n1 etkilemektedirler.”* Gingivitis ve periodontitis en stk goriilen
periodontal hastaliklardir. Enflamasyon sadece gingival dokuyu etkilerse gingivitis,
alttaki bag doku, periodontal ligament ve kemige yayildiginda ise periodontitis olarak
tammlanir,'® %22

2.1.1.Gingivitis

Gingivitis, atasman kaybi olmaksizin diseti iltihabi ile karakterize bir hastaliktir.
Klinik semptomlari; disetinde renk ve form degisikligi, 6dem ve sondalamada

kanamadir.?+%

Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalar sonucu gingivitisin her yas grubunda
goriildiigi rapor edilmistir.”’

Gingivitiste atagman ve kemik kayb1 gozlenmez ve hastalik genellikle
agrlslzdlr.28 [ltihabin seyrine gére akut, rekiirrent ve kronik olarak tanimlanabilir. Agz1
etkiledigi bolgeye gore lokalize ve generalize olarak goriilebilir. Ayrica disetinin
etkilenen kismina gore papiller, marjinal ve diffiiz olarak adlandirilir.?

Gingivitisin  etyolojisindeki ana etkenin MDP oldugu deneysel ve

30, 31

epidemiyolojik ¢aligmalarla gdsterilmistir. Hastaligin tedavisi mekanik yontemlerle

veya kimyasal antimikrobiyal ajanlarin kullanilmas: ile plagin azaltilmasina ve ortadan

kaldirilmasina baghdlr.gz’ 3



Haffajee, MDP ile gingival enflamasyon arasinda ¢ok gii¢lii bir iliski oldugunu
belirtmistir.>* Pattanaporn ve Navia, distasi olusumu ile gingivitis ve plak arasinda
yiiksek bir korelasyon oldugunu, periodontal saglik i¢in distasi ve plak olusumunun
onlenmesi gerektigini bildirmislerdir.*®

2.1.2. Periodontitis

Periodontitis, dis destek dokularinin enflamasyonu ve yikimi ile karakterize olan
enflamatuar bir hastaliktir.*® Klinik olarak disetinde renk degisikligi, stiplinglerin
kaybolmasi, diseti kanamasi, kemik kaybi ve periodontal cep olusumu gézlenir.zo
Hastaligin ilerlemis oldugu durumlarda kok ve furkasyonun agiga g¢ikmasi, dislerde
mobilite, yer degistirme ve kayip gozlenmektedir.*’

Periodontitisin en yaygin formlari kronik ve agresif periodontitistir. Kronik
periodontitisin siddeti plak ve distasi miktariyla ile iliskiliyken agresif periodontitiste
doku yikiminin hiz ve siddeti mikrobiyal ylik miktariyla paralellik géstermemektedir.38
Kronik periodontitisin ilerleme hizi bireyden bireye, ayn1 bireyde bdolgeden bolgeye ve
dénemden doneme farklilik gdstermekle beraber yavas seyirlidir.”*%%®  Agresif
periodontitiste ise hizl1 gelisen atagman ve alveol kemik kayb1 gozlenmektedir. Kronik
periodontitisin goriildiigii bolgelerde plak birikiminin fazla oldugu ve plagin kisisel oral
hijyen uygulamalar ile uzaklastirilmasinin gii¢ oldugu rapor edilmistir.>*® Agresif
periodontitiste ise plagin kantitesinin sinirli oldugu ancak kalitatif olarak artmis
A. actinomycetemcomitans ve P. gingivalis seviyelerine rastlandigi belirtilmistir.*

Periodontitis’in primer etyolojik faktori MDP’dir.2%% Restorasyonlar, disin
anatomik yapisi, cliriik, kok rezorbsiyonlar1 ve distas1 gibi plak birikimini kolaylastiran
veya etkisini arttiran lokal faktorlerinde periodontitisin etyolojisinde 6neme sahip

oldugu vurgulanmistir.*® * Bunun yam sira Diabetes Mellitus,*> ** AIDS,*

45, 46 47, 48

Osteoporoz ve Down’s Sendromu gibi konak cevabini modifiye eden sistemik



hastaliklar da periodontal hastaligin baslamasi ve ilerlemesinde etkilidir. Periodontitis
patogenezinde kabul edilen goriis MDP igerisinde bulunan mikroorganizmalarin
peridontal dokular1 uyararak konak cevabini baslattiklari, boylece doku yikimina neden
olan enzim salinimini uyararak indirekt doku yikimina neden olduklari y6n1'indedir.49

2.2.Mikrobiyal Dental Plak

2.2.1.Biyofilm Kavram

Interselliiler matriks ile cevrili; birbirlerine, herhangi bir yiizeye veya ara
yilizeylere tutunmus bakteri toplulugudur.50 Biyofilmler bir biitiin olarak hayatta
kalmaya adapte olan ekolojik topluluklar olarak tanimlanmaktadirlar. Biyofilmler ilkel
bir dolasim sistemine sahiptirler ve yiiksek pH, oksijen ve besin igeren gelismis bir yap1

50, 51

olustururlar. Biyofilm icerisindeki mikroorganizmalar planktonik benzerleriyle

kiyaslandiginda antimikrobiyal ajanlara kars1 daha direnclidirler.’® >

2.2.2.Mikrobiyal Dental Plak Biyofilmi

MDP, konak ve mikroorganizmalar tarafindan salgilanan polimerler tarafindan
olusturulan ve ekstraselliiler matriksin dig yiizeyine tutunmasi ile meydana gelen
500-600 farkli tirde mikroorganizma barindiran bir biyofilm tabakasidir.>* > MDP
icerisinde mycoplasma, protozoa ve viriisler gibi bakteriyel olmayan mikroorganizmalar
da vardir.*® Ayrica igerisinde endotel hiicreleri, makrofaj ve l6kositlerde
bulunmaktadir.”’

MDP bulundugu konuma gore supragingival ve subgingival plak olmak iizere
ikiye ayrilmaktadir. Supragingival plak diseti kenarinin koronalinde yer alirken
subgingival plak ise diseti kenarinin apikalinde ve periodontal cep igerisinde yer alir.

Dental plagin gelisimi li¢ asamada gergeklesir. Birinci asama pelikil tabakasinin

olusmasiyla baglar. Pelikil tabakasi agiz hijyen uygulamalarini takip eden birka¢ saat



icerisinde dis ylizeyinde tiikiiriik ve diseti olugu sivist (DOS) bilesenleri, hiicre
dokiintiileri, protein ve glikoproteinlerden olusur.”®

Yumusak dokular siirekli olarak yenilendigi ve yiizey kisimlar1 dokiildigii igin
bakteriler kolonizasyon gosteremezler. Ancak dis ylizeyinde bdyle bir yenilenme ve
dokiilme s6z konusu olmadigr icin pelikil bakterilerin tutunacagt ve MDP’yi
olusturacaklar1 bir yap1 gorevi goriir. Pelikil yiizeyinde bakterilerin tutulumunu
kolaylastiran 6zellesmis reseptorler de bulunmaktadir.*

Ikinci asama bakterilerin dis yiizeyinde kolonize olmaya basladiklar1 baslangic
kolonizasyon siirecidir. Pelikil igerisinde bir ka¢ saat i¢inde Actinomyces viscosus
(A. viscosus), S. sanguis gibi Gram pozitif, fakiiltatif bakteriler goriilmeye baslar.
Zamanla bakteriler sayisal ve gesit olarak artarlar ve bir biyofilm olustururlar. Biyofilm
icerisinde baslangigta Gram pozitif aerob flora baskin iken zamanla Gram negatif
anaerob flora iistiinliik kazanir.”®

Dental plak formasyonunun son asamast sekonder kolonizasyon ve plak
olgunlagsmasidir. Sekonder olarak kolonize olan bakteriler temiz dis yiizeyi veya pelikila
tutunamayan ancak biyofilmi olusturan bakterilere tutunabilen ve patojenitesi yliksek
olan P. gingivalis, Tannerella forsythia (T. forsythia), T. denticola, Fusobacterium
nucleatum (F. nucleatum), A. actinomycetemcomitansve Provetella intermedia
(P. intermedia)’dir.”® ® Bu olaya koagregasyon denilmektedir. Koagregasyon, bir
bakteri tarafindan iiretilen protein yapidaki adezinin bir baska bakterinin ylizeyinde
bulunan reseptor ile olan karsilikli iliskisine dayanir. Bu islem stereokimyasal,
elektrostatik, van der Waals ve hidrofobik kuvvetler araciligiyla ger<;eklesir.61

2.2.3.Mikrobiyal Dental Plak Patojenitesi

Miller tarafindan 6ne siiriilen non-spesifik plak hipotezine gére MDP igerisinde

var olan tiim bakteriler esit oranda periodontal hastalia neden olmakta ve hastalik



siddeti ile MDP arasinda pozitif iliski vardir.®? Bu hipoteze gore plak miktar1 ve plaga
bagli olusan iriinler artttkca periodontal hastalik gelismektedir. Dental plak ve
distasinin yogun olarak bulundugu bireylerde gingivitis gelistigi fakat gingivitisin her
zaman periodontitise doniismedigi gozlenmistir. Ayrica periodontitis teshisi konulan
bireylerde periodontitisin siddeti de agzin her yerinde ayni degildir, baz1 bolgelerde
siddetli bir yikim varken bazi bolgelerde ise yikim gézlenmemektedir. Bu bulgular
MDP’nin degisik patojenik potansiyellere sahip oldugunu diisiindiirmektedir. Bundan
dolay1r Walter Loescche spesifik plak hipotezini ortaya atmistir. Spesifik plak hipotezine
gore hastaligin bir takim spesifik mikroorganizmalar tarafindan olusturuldugu ve
hastaligin siddetinin de bu mikroorganizmalarin sahip olduklar1 viriilans faktorlerine
bagl oldugu ileri siiriilmiistiir.® Bununla birlikte giiniimiizde periodontal hastaliklarin
tedavisi igin yapilan ¢ogu islemlerde non-spesifik plak hipotezine dayanarak dental plak
ve lrlinlerinin tamaminm1 ortadan kaldirmaya ve plak birikimini azaltmaya yonelik
calismalar yapllmaktadlr.s7

Dental plak primer olarak mikroorganizmalardan olugmaktadir. Bir gram dental

plak, icerisinde 10" bakteri icerir.>* *°

Periodontal saglik ve hastalik durumlarinda
MDP’nin mikroorganizma igeriginin farkli oldugu gosterilmistir. Periodontal olarak
saglikli bireylerde birbirine yakin oranlarda gram pozitif ve fakiiltatif anaerob
mikroorganizmalar ile az miktarda spiroket ve hareketli ¢omaklar bulunmaktadir.
Hastalik  durumunda ise gram negatif, zorunlu anaerob ve hareketli
mikroorganizmalarin oraninda belirgin artig gézlenmektedir.m'66

Supragingival plagin gingivitise, subgingival plagin ise periodontitise neden

oldugu belirtilmektedir.®”® Periodontitis gelismesinde en etkili mikroorganizmalarin

dental plak igerisindeki P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum,



T. forsythia, P. intermedia ve Compylobacter rectus (C. rectus) oldugu
bildirilmektedir.”"

2.3. Distas1

2.3.1.Distas1 Tanimi

Distasi, MDP’nin minarelize olmasi ve kalsifiye bir depozit sekline
doniismesiyle meydana gelmektedir.73’ * Distas1, diseti kenarina gore supragingival ve
subgingival olmak iizere ikiye ayrilir. Supragingival distasi diseti kenarinin koronalinde
lokalize olurken subgingival distasi ise diseti kenarinin apikalinde veya periodontal cep
i¢cerisinde lokalize olur.

Distasinin yaklasik %12’sini organik igerikler (karbonhidrat, protein, lipit
pargaciklari, cesitli cansiz mikroorganizmalar) olusturur. Inorganik komponentleri ise
temelde kalsiyum, fosfat, az miktarda magnezyum ve karbonattir.”

Subgingival ve supragingival distasinda kalsiyum fosfatin dort degisik tipi farkli
oranlarda bulunmaktadir. Bunlar;

1.DPCD, brushit veya dikalsiyum fosfat dihidrat,CaHPO,4 2H,0

2.0CP, oktokalsiyum fosfat,CagH»(PO4)5H,0

3.WHT, magnezyum whitlockite,(Ca,Mg)3(POs).

4.HAP, hidroksiapatit,Ca;o(PO4)s(OH)2

HAP ve OCP supragingival distasinda daha yogun olarak bulunurken WHT ise
subgingival distaginda daha yogundur.”® "’

Subgingival distagi siyahimtirak gri renkte ve dis ylizeyine siki bir sekilde
yapismis iken Supragingival distasi ise beyazimtirak sar1 renktedir ve dise gevsekce
yapisiktir. Subgingival distasi daha ¢ok dislerin interproksimal ve lingual yilizeylerinde
bulunurken, supragingival distasi ise biiyiik tiikiiriik bezlerinin agiz igerisine agildigi

bolgelerde bulunur.” Friskopp ve Isacsson yapmis oldugu c¢alismada supragingival



distasinin  kalsifiye olmayan alanlarin varhigindan dolay1 heterojen kalsifikasyon
gosterdigini, subgingival distasinin ise daha homojen bir kalsifiye yapiya sahip
oldugunu belirtmislerdir.”

2.3.2.Distas1 Olusumu

Distas1; mineralize olmayan bakteriyel tabaka ile gevrili ve kalsiyum fosfat
mineral tuzlarindan meydana gelen Kkalsifiye plaktir. Dental plak, depositlerin
mineralizasyonu i¢in gerekli olan organik matriksin varligin1 saglarak distasi olusumu
i¢in ana zemini olusturur.

[k mineralizasyonun profilaksiyi takip eden bir kag giin i¢inde basladigina dair
bilgiler mevcuttur.®® Muhlemann ve Schroeder plak icerisinde kristal formasyonunun
profilaksiden sonraki 38 saat igerisinde basladigin1 ve tamamen kalsifiye plagin ise 12
giin igerisinde olustugunu belirtmislerdir.® Her ne kadar plak ve kristal formasyonu
kisa siirede gerceklesse de olgun bir distast olusumu i¢in aylar hatta yillar
gerekebilmektedir.®

Dental plagin mineralizasyon prosesi iki asamada meydana gelmektedir.
Birincisi kristal taneciklerinin ¢ekirdeklenmesi ve olugmasi, ikinci ise bu taneciklerin
biiyiimesi ve olgunlasmasidir. Kalsiyum ve fosfat taneciklerinin olugsmasi sonucu
homojen veya heterojen bir kristal yap1 olusmaktadir. Homojen kristal yap1 heterojen
yapiya gore daha fazla enerji ve kalsiyum-fosfat konsantrasyonuna ihtiyag duymaktadir.
Bu nedenle sadece in vitro ortamlarda homojen kalsifiye yapi olusturulabilir.®
Heterojen kristal yapi ise biyolojik kalsifikasyon proseslerinde goriilmektedir.

Supragingival distasi olusumu i¢in gerekli olan inorganik iyonlarin ana kaynagi
tikiriktir. Distas1 olusumu ile ilgili ilk teoriler kalsiyum ve fosfat iyonlarindaki lokal
artislarin mineral c¢okelmesine neden oldugu ve distast olusumunu baslattig

yoniindedir. Kalsiyum ve fosfat iyonlarindaki artis nedenlerini agiklayan teoriler ise



sOyle siralanabilir: Birinci teori; tikiirik pH’sindaki artis kalsiyum fosfat iyonlarinin
cOkelmesine neden olur. pH yiikselmesi ise karbondioksit kaybi, dental plak
bakterilerinin amonyak olusturmasi ya da proteinleri denatiire etmesi sonucu
olusmaktadir. Ikinci teori; tiikriikteki kolloidal proteinlerin kalsiyum ve fosfat
iyonlarima baglanmasiyla asir1 doymus bir soliisyon olusturmasi prensibine
dayanmaktadir. Tikiiriikteki fizyolojik durgunluk ile beraber bu kolloidal proteinler
asir1 doymus soliisyondan disar1 ¢ikarlar ve asir1 doymus soliisyondaki kalsiyum fosfat
tuzlarinin ¢dkelmesine neden olurlar. Uciincii teori; distasinin dental plaktan salgilanan
fosfataz enzimi ile bakteri veya deskuamatif epitel hiicrelerinin tiikiiriikteki organik
fosfat1 hidrolize etmesi sonucu artan serbest fosfat iyonlarinin ¢ékelmesiyle olustugunu
desteklemektedir. Dordiincii  teori  ise  dental plaktaki kok, filament6z
mikroorganizmalar, makrofaj, 16kosit ve deskuamatif epitel hiicrelerinden salgilanan
esteraz enzimi sonucu olusan serbest yag asitlerinin kalsiyum ve magnezyum ile
birleserek kalsiyum fosfat tuzlarinin olusmasi esasina dayanmaktadur.83 Son donemde
ileri stiriilen farkli bir teori ise organik molekiillerin minerallerin birikmesi i¢in bir
sablon olusturdugu® veya plak tarafindan olusturulan mineralizasyon inhibitérlerini
engelledigi yoniindedir.®> %

[lk teorileri destekleyen ve plak icerisindeki pH artisinin distas1 olusumu igin ana
etken olduguna dair ¢alismalar da mevcuttur. Kleinberg ve Jenkins %85 vakada plak
icerisindeki pH’nin tiikiirlikten daha yiiksek oldugunu bulmuslardir.®” Driessens ve
Verbeeck lokal pH artiginin distast olusumu ile iliskili oldugunu bildirmislerdir.”*

Subgingival distas1 olusumu da supragingival distasi olusumuna benzemektedir
ancak kristal olusumu ve biiyiimesi i¢in gerekli olan inorganik iyonlarin ana kaynagi
DOS’dur. DOS artis1 inflamasyon varliginda goriiliir ve yapisinda kalsiyum, fosfat ve

protein igerir. 88,89
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Giliniimiizde  distas1  olusumunda  gecerli  hipotez  dental  plagin
mineralizasyonunda kalsiyum tuzlarimin depozisyonu ve kristallesmesi i¢in gerekli
fiziksel sartlarin bakteriler tarafindan olusturuldugudur. Distas1 olusum siireci dental
plak icerisindeki mikroorganizmalarin mevcudiyeti ile devam eder. Lipoteikoik asit ve
proteinler gibi bakteriyel ve hiicresel elementlerin kalsifikasyon siirecinde 6nemli rolleri
oldugu diisiiniilmektedir.*° Actinomycesler, stafilokoklar ve streptokoklar iireyi
pargalayarak amonyak olustururlar ve amonyak CO, ile birleserek pH’i
yiikseltmektedir. pH yiikselince ortamda bulunan kalsiyum ve fosfat iyonlar1 ¢oker ve
distas1 kalsifikasyonu baslar. 10-13

Supragingival distasinda subgingival distasindan farkli olarak igerisinde kok ve
rod seklinde bakterilerin yerlestigi mineralize olmayan kanal ve lakiinler bulunmaktadir.
Bu nedenle subgingival distasi supragingival distasina goére daha uniform bir
mineralizasyon gé')sterrnek‘[edir.3 Friskopp supragingival distasinda bulunan non-
mineralize alanlar1 iki sekilde izah etmektedir. Birincisi; supragingival distasinda baskin
olan filamentoz bakteriler mineralizasyonu inhibe etme 6zelligine sahiptir, bu da non-
mineralize alanlarin olusmasina neden olmaktadir. Ikincisi; degisik kalsifikasyon
kapasitelerine sahip olan farkli bakteri kolonileri supragingival distasinda daginik olarak
bulunmaktadir. Kalsifikasyon dental plagin yiizeyinden baglamakta buna bagl olarak da
derin tabakalarda kalsifikasyon i¢in yeterli madde tedarik edilememektedir.**

Plak ve distas1 arasindaki iliskiyi inceleyen ¢alismalarda bakterilerin distasi

olusumu tizerindeki etkileri arastlrllmlstlr.lo'lz’ o

Calismalar sonucunda bakterilerin
distas1 olusumunda 6nemli rol oynadig1 ortaya konmus ancak distasi olusumuna aktif
mineralizasyon veya pasif mineralizasyondan hangisiyle katki sagladigi tam olarak

aciklanamamustir.™*  Aktif mineralizasyon; mikroorganizmanin  hiicre membran

yapisindan veya olusturdugu metabolitlerden dolay1 kalsifikasyonun olugsmasina olanak
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saglayan bir ortamin olusmasi ve mineralizasyonun goriilmesidir. Pasif mineralizasyon
ise hiicre komponentlerinden herhangi bir tanesinin mikroorganizma canli veya cansiz
olsa da mineralizasyon gostermesi seklinde aciklanmaktir.%%*

Distas1 olusumunda bakteriyel mineralizasyon mekanizmasin1 belirlemeye
yonelik ilk c¢alismalar C. matruchotii {izerinde yapilmistir ve igerisinde bulunan
fosfolipidlerin apatit olusturdugu ortaya konmustur .> ° S. salivarius ve S. sanguis’in iire
ve amonyak olusturan arginine deaminase aktivitesiyle pH’nin yiikselmesine neden
olduklari tesbit edilmistir.® Bakteriyel mineralizasyonu agiklamaya calisan arastirmalar
kristal taneciklerinin intermikrobiyal matrikste goriindiigiinii ve bakteri dis duvarlarina
dogru apozisyon gostererek biiylidiigiinii daha sonra da bakterilerarast matriksin
mineralize oldugunu ve nihayetinde bakterilerin mineralize olmaya basladigini

79%.% Dental plak bakterileri disinda diger ekosistemlerde de bakterilerin

belirtmislerdir.
mineralizasyona katildiklar1 ve kalsiyum kristalleri olusturduklari yoniinde ¢alismalar
mevcuttur. Yapilan bir ¢alismada magaralardan elde edilen izolatlarin in vitro olarak
aerobik kosullarda koloni i¢inde ve bagimsiz olarak mineralizasyona katildig:
saptanmlstlr.g7

2.3.3.Distas1 Patojenitesi

Distas1 periodontal hastaligin baslamasi, ilerlemesi ve kronik seyri ile
iliskilidir.® Distas1 varhig1 oral hijyen uygulamalarini zorlastirmakta ve bu durum plak
olusumu ve formasyonunu hizlandirarak periodontal hastalia neden olmaktadir.
Yapilan epidemiyolojik calismalarda distasi ile periodontal hastalik arasinda giiclii bir
korelasyon oldugu bulunmustur.* °

Distas1 dokuya zarar verebilen ve toksik {iriinleri absorbe edebilen poréz bir
yapiya sahiptir.6 Bu yapist periopatojenlerin viriilans faktorlerinin ekspresyonu igin

uygun bir ortam olusturmaktadir. Ayrica distasi varligi oral hijyen uygulamalarim

12



gliclestirerekplak retansiyon faktorii olarak davranmakta ve patojenik plagin
bliylimesine neden olmaktadir. %

Orta ve siddetli periodontitisli hastalardan alinan supragingival distaslarinda
canli aerobik ve anaerobik bakteriler bulunmustur.3 Subgingival distasinda ise
A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis ve T. denticola gibi periopatojen
mikroorganizmalar belirlenmistir.*® P. gingivalis’in iiretmis oldugu kompleks lipidler
subgingival distasindan elde edilen lipid 6zlerinde bulunmustur.®® ** Sidaway
subgingival ve supragingival distaslarindan elde ettigi 6rneklerde bakteri varligini tesbit
etmistir.’% Friskopp subgingival distas1 yiizeyinin metabolik olarak aktif kok, rod ve
filament6z bakteriler ile supragingival distasi yiizeyinin ise filamentoz bakteriler ile
kapli oldugunu belirtmistir.” Clerehugh ve Lennon periodontitisli bireylerde yapmis
olduklaru ¢alismada subgingival distasi varligi ile atasman kaybi arasinda ¢ok giiglii bir
iliski oldugunu bildirmislerdir.'® Bir diger calismada Christersson ve ark. subgingival
distas1i  formasyonunu kronik enflamatuar periodontal hastalik olusumu ile
iliskilendirmislerdir.*

Distaginin  formasyonunun oOnlenmesi ve uzaklastirilmasi periodontal saglik
acisindan onemlidir. Clinkii distas1 daima mineralize olmayan, canli ve metabolik olarak
aktif bir mikroorganizma tabakasi ile kaphdir.

2.3.4.Distas1 ve Bakteriler

Dental plagin mineralizasyonunda kalsiyum iyonlarinin depozisyonu ve
kristallesme icin gerekli fiziksel sartlarin bakteriler tarafindan olusturuldugu
distiniilmektedir. Friskopp ve Hammarstrom kalsifikasyonun filamentéz bakteriler
arasinda basladigint ve filament6z bakterilerin kalsifikasyon i¢in uygun bir
intermikrobiyal alan olusturarak distasi olusumunu destekledigini belirtmislerdir.? Bu

durum bize filament6z bakteriden zengin olan supragingival distasi olusumunun neden
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hizli oldugunu, bakterinin daha az oldugu subgingival distasi olusumunun neden yavas
oldugunu agiklayabilir.? Clerehugh ve ark. atasman kayb1 ve yogun subgingival distast
olan bireylerde yapmis olduklar1 c¢alismada hastalikli sahalarda yiiksek miktarda
P. gingivalis varligi saptamislardir.’® Diger bir calismada subgingival distasi olan
bireylerde motil rod, toplam motil mikroorganizmalar ve siyah pigmente anaerobik
rodlarin subgingival distasi olmayan bireylere gore daha fazla oldugu belirtilmistir.'*

17 ve Sidaway'®® ise olgun subgingival distagindan anaerobik rodlari izole

Howel
etmislerdir.

Subgingival distas1 bakterilerin adezyonu i¢in ideal bir ortam sagladigi ve
yapisinda bulunan lakiin ve kanallar igerisinde A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis
ve F. nucleatum bulundugu belirtilmistir.'® Demir ve ark. hastalardan elde ettikleri
distas1 Orneklerini inceledikleri ¢alismada S. mutans, S. sanguis ve Streptococcus
gordonii (S. gordonii) ve diger bazi streptokok tiirlerinin kalsifikasyon yetenegine sahip
oldugunu tesbit etmislerdir.'® Clayton ve Fox insan ve hayvanlardan elde ettikleri
distaslar igerisinde bakteriler disinda kandida varligini da gtisterrnislerdir.lo9

Distas1 igerisinde bulunan bakteriler birbirleri ile iliski igerisindedir. Gibbons
siyah pigmente anaerobik rodlarin dental plaga adezyon ve kolonizasyonunun
actinomyces ve streptokoklarin varliginda arttigi belirtmistir.'® Socransky ve ark. ise
anaerobik rodlar ile actinomyces ve streptokoklar arasinda negatif bir iliski oldugunu
belirtmislerdir."*

2.3.4.1. Streptokoklar

Streptokoklar agiz florasinin biiyiik kismini olusturmaktadirlar. Mikrofloranin
supragingival plakta %28’ini, diseti olugunda %29’unu ve tikirikte %46’sim

kapsamaktadirlar.**? Streptokoklar Gram pozitif olup genellikle hareketsizdirler ve
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endosporlari yoktur.113 Streptokoklarin ¢ogu kanli agarda hemoliz yaparlar, bir ¢cok sus

alfa, beta ve gamma olmak iizere ii¢ tip hemolizi de gdsterir.*?

Streptokoklar hareketsiz yapilara tutunabilme o6zelligine sahiptirler.®** %
Streptokoklar fizikokimyasal etkilesim kuvvetleri ile dis ylizeyine ilk adezyonu
gergeklestirerek biyofilmin olusmasi i¢in ilk basamak gorevini iistlenirler.*® Ritz ve
ark. plak olusumunda dominant 6ncii bakterilerin streptokoklar oldugunu sonrasinda
bunlara aktinomigeslerin eklendigini ve plagin yiiksek miktarda gram negatif anaerob
mikroorganizmalarin da adezyonuyla olgunlastigini belirtmislerdir.**’

Calismada kullanilan streptokok tiirleri;

2.3.4.1.1. Streptococcus mutans

Streptococcus mutans (S. mutans) 1924 yilinda Clarke tarafindan ¢iiriik dislerden
izole edilmistir. **® S. mutans hareketsiz, katalaz negatif ve gram pozitif bir koktur.
Kanli agarda, anerobik sartlar altinda beyaz veya gri renkte, oldukca sert ve yapiskan
koloniler olusturur. Laboratuar ortaminda optimum {ireme 1s1s1 37 C’dir M

S. mutans, sukrozdan glikoziltransferaz enzim sayesinde suda ¢oziinebilen ve
coziinemeyen ekstraselliiler polisakkarit iiretir. Bu polisakkaritlerden glukan ve mutan
dis ylizeyine baglanir ve dental biyofilm olusumuna katkida bulunur. Bu polisakkaritler
S. mutans’in dis mine yilizeyine baglanmasinda ve agizda sert doku yiizeylerine
kolonizasyonunda ¢ok biiylik Oneme sahiptirler. S. mutans ayrica intraselliiler
polisakkarit sentezi yapar ve karbonhidrat rezervi gibi davranir. Bu durum karbonhidrat
alimi olmadiginda mevcut rezervin kullanilarak asit olusumuna neden olmasi agisindan
onemlidir. "%
2.3.4.1.2.Streptococcus sanguis

S. sanguis, gercek yasam alani dental plak olan hidrofobik, gram pozitif ve a

hemolitik streptokoktur.'??
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S. sanguis direkt olarak dis yiizeyine baglanir ve diger bakterilerin
kolonizasyonuna olanak saglar. Bu durum dental plak olusumuna neden olarak
periodontal problemlere ve dis ¢iiriiklerine neden olur.'?% 13

Dental plak icerisinde S. mutans ve S. sanguis arasindaki etkilesim besin varligi
ve pH gibi ¢evresel faktorlerden etkilenmektedir. S. sanguis tarafindan tiretilen hidrojen
peroksit S. mutans’in iiremesini azaltmaktadir.*?*

2.3.4.1.3. Streptococcus gordonii

S. gordonii insan orofaringeal mukozasi ile dis ylizeylerinin normal florasinda
bulunan ve dis ylizeylerinde biyofilm tabakasinin olusmasma Onciiliik eden bir
mikroorganizmadir.® ? S. gordonii ayrica kalp kapakciklarmi tutarak enfektif
endokarditin olusmasina neden olan bakterilerden biridir.*?" 12

Bir ¢ok bakteri tiirii dental biyofilmin olusumuna katilmaktadir. S. gordonii
biyofilm olusumunda erken kolonize olanlardan iken S. mutans ve Streptococcus
sobrinus (S. sobrinus) ise ge¢ kolonize olan streptokoklardir.’® S. gordonii dis
yiizeyindeki tlikiiriiglin olusturdugu pelikila siyalik asit aracilifiyla veya tiikiiriiglin
yapisindaki a amilaz araciligiyla baglanmaktadlr.lgo’ 13t

S. gordonii, sukrozdan ekstraselliiler polisakkarit olan glukani ve fruktani iireten
glukoziltransferaz enzimi ile fruktoziltransferaz enziminin olusumunu saglamaktadir.
Bu ekstraselliiler polisakkaritler plak i¢in kisa donem rezervuar gorevinin yaninda dis
yiizeyine bakteri adezyonunda da gorev almaktadirlar.*3 13
2.3.4.2.Candida albicans
Candida albicans (C. albicans) hem saglikli hemde sistemik olarak hastalikli

bireylerin oral florasinda bulunan ve bir ¢ok hastaliga neden olan firsat¢1 bir

mikroorganizmadlr.134
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C. albicans diger mantarlara kiyasla agiz mukozasina en iyi tutunandir.
Statherin, C. albicans’in dis sert dokularina ve yanak mukozasina baglanmasini saglar.
Statherin bloke edildiginde dis ylizeyine baglanma %93, yanak mukozasina baglanma
ise %43 orammda azalir.****" C. albicans’in canli ve cansiz yiizeyler iizerinde
olusturdugu biyofilm tabakasi; maya hiicreleri, yalanci-gercek hifli hiicreler gibi bir¢cok
hiicre tipinin karisimindan ve protein-polisakkarit bilesiminden olusan ekstraselliiler
matriksden olusur. Biofilm olusumuna katilan bu kandida tiirleri antimikrobiyal ajanlara
kars1 direnclidir.® 1*°

C. albicans’in dig sert dokularina baglanarak biyofilm tabakasi olusturmasi
periodontal hastalik agisindan incelenmistir. Slots ve ark. periodontitisli bireylerde
tedaviye ragmen yikimin devam etmesine neden olan mikrobiyal ajanlarin tesbiti i¢in
yaptiklar1 ¢alismada 500 periodontitisli bireyden 84 tanesinin subgingival florasinda
mantar tesbit etmislerdir.Tesbit edilen mantarin %83.3’tiniin C. albicans oldugunu
saptamlslardlr.l40

Reynauld ve ark. 126 hastanin 14’iinde periodontal cep bolgesinde C. albicans
varligt saptamlslardlr.141 Jarvensivu ve ark. kemik ve atasman kaybi bulunan 25
bireyinden 4 tanesinin diseti dokusunda C. albicans varlig saptamislardir.'*

2.3.4.3. Corynebacterium matruchotii:

C. matruchotii, distas1 formasyonu ve intraselliiler mineralizasyon ile
iligkilendirilen ve insan oral kavitesinde bulunan bir mikroorganizmad1r.143' 14
C. matruchotii musir koganini andiran ve birbiriyle iliskili spesifik morfolojik
tinitelerden olusmaktadir. 145

Bakteriyel mineralizasyon ile ilgiliilk ¢alisma C. matruchotii {izerinde yapilmis

ve hiicre membraninda bulunan fosfolipid sayesinde apatit olugturdugu belirlenmistir.® °

Ennever ve ark. yapmis olduklar1 ¢alismada 20 giinliikk hiicre kiiltiirlerinde apatit
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kristallerinin hiicre igerisinde ¢okelmis oldugunu gt')stermislerdir.146 Takazoe ve
Nakamura C. matruchotii yapisindaki metakromatik graniilleri ve intraselliiler
kalsifikasyonu tanimlamislar ve bu graniillerin baglica polimetafosfat oldugunu
belirtmislerdir.***

2.3.4.4.Periopatojen Bakteriler

Agiz boslugu viicudun antijenlere en agik bolgelerinden biridir. Agiz boslugunda
500°den fazla, periodontal ceplerde ise 300°den fazla bakteri tiirii bulunmaktadir.
Bakteri tiirliniin bu kadar fazla olmasina ragmen bunlarin sadece kii¢iik bir kismi
periodontal hastalikta rol oynadigi diisiiniilmektedir.'*’ A. actinomycetemcomitans,
P. gingivalis, T. forsythia, P. intermedia, F. nucleatum ve T. denticola’nin
periodontitisin gelismesinde en etkili olan bakteriler oldugu bildirilmistir,'® 1481%0

Calismada kullanilan periopatojen bakteriler;

2.3.4.4.1.Aggregatibacter actinomycetemcomitans

A. actinomycetemcomitans ilk olarak 1912 yilinda Alman mikrobiyolog Klinger
tarafindan belirtilmistir. Daha 6nceden Actinobacillus actinomycetemcomitans olarak
bilinen bakteri gilinlimiizde Aggregatibacter actinomycetemcomitans  olarak

! A. actinomycetemcomitans gram negatif basil morfolojisinde

tanimlanmistir. ™
kapnofilik, fakiiltatif anaerob bir bakteridir.

A. actinomycetemcomitans i¢in birincil yerlesim yeri insan ve hayvanlarin
subgingival bdlgeleri olarak gdsterilmistir. insan yerlesimi olarak normal populasyonun
%36’smin dis plagi, periodontal cep ve yanak mukozasinda bulunur. %3
A. actinomycetemcomitans’in  viriilans  faktorleri; fimbria, 16kotoksin,

endotoksin, kollejenaz, fibroblast inhibe eden faktdr ve tripsin benzeri proteolitik

enzimlerdir.%®
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A. actinomycetemcomitans’in hizli periodontal yikim izlenen kronik periodontitis
ve agresif periodontitis hastalarinin plak 6rneklerinde yiiksek oranda kolonize oldugu
mikrobiyolojik ¢aligmalarla gésterilmistir.3g’ 154,155 Ayrica endokardit, troid bezi apseleri
ve beyin apsesi gibi oral olmayan enfeksiyonlarda da etkili oldugu rapor edilmistir. 156,
157

2.3.4.4.2.Porphyromonoas gingivalis

P. gingivalis gram negatif, zorunlu anerob ve kokobasil morfolojiye sahiptir ve

kanli agarda kahverenginden siyaha giden renkte koloni olusturur.™

%8 ve fimA ve rgp

P. gingivalis’ in ana yerlesim yeri subgingival sulkustur
genlerine sahiptir ki bu genler periodontitis olusumunda 6nemli rol oynarlar.159 Insan ve
hayvanlarda yapilan ¢alismalar sonucu P. gingivalis agresif periodontal patojen olarak

kabul edilmektedir. **

P. gingivalis, konagin makromolekiillerini ve hiicrelerini etkileyen ¢ok sayida

160 . L
Bunlardan bir tanesi viriilansinda

proteolitik enzim salgilama o6zelligine sahiptir.
onemli bir rol oynayan gingipain adi verilen tripsin-benzeri proteazdir. Bu proteaz
bireyin normal fizyolojisinde vardir ve P. gingivalis’e bagli gelisen doku yikiminda
konak proteinlerini denatlirasyonunu yaparak immiin yanitt modifiye etmektedir."*"

P. gingivalis yikimla karakterize periodontal hastalikta olduk¢a yiiksek oranda

belirlenmistir.”*® Ayrica peritonsiller apse'®? ve pulmoner enfeksiyonlarda'®

da varlig
gosterilmistir.

2.3.4.4.3.Fusobacterium nucleatum

F. nucleatum Bacteroidaccae familyasinda yer alan firsatg1  bir

mikroorganizmadlr.164

Anaerop, hareketsiz, spor olusturmayan, diiz veya hafif kivrik,
bazen de fusiform goriniimiinde basilllerdir.'® F. nucleatum, siniizit, akciger apseleri,

osteomiyelit ve periodontal hastaliklardan sorumludur. F. nucleatum agiz igerisinde
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gram pozitif koklar ile corn-cob yapisini olusturur ve bakteriler arasinda koprii gorevi
goriir.'®

F. nucleatum anaerobik olmasina ragmen %6 oksijen varliginda canliligini
devam ettirebilmektedir. Ana metabolit triinii glukoz ve peptonu fermente etmesi

e ... 165

sonucu olusan biitirik asittir.

F. nucleatum periodontal yikimin goriildiigii bolgelerde sik rastlanan bir
mikroorganizmatdlr.167 Yapilan bir ¢ok c¢alismada F. nucleatum’un periodontitisli

bireylerde en sik ve en fazla rastlanan bakteri oldugu belirtilmistir.**" 18
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3.MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanmilan Alet ve Cihazlar

Calisma esnasinda kullanilan alet ve cihazlar:

Hassas Terazi(METTLER Toledo Al 204): Kimyasallarin tartimi amaciyla
kullanildi.

Steril Kabin(ESCO Clas Il Biohazard): Steril ortamin saglanmasi amaciyla
kullanildi.

pH Metre(INOLAB WTW Series pH 730): Besiyeri ve ¢ozeltilerin pH’larmnin
ayarlanmasi amaciyla kullanildi.

Buz Dolabi(BEKO-BK 9551-NF): Kimyasallarin ve Orneklerin saklanmasi
amactyla kullanildi.

Derin Dondurucu(NUAIRE -86 C): Izolatlarin stok kiiltiirlerinin saklanmasi
amactyla kullanildi.

Sogutmali, Calkalamali Etiiv(ZHICHENG ZHWY-200B): Mikroorganizmalarin
tiretilmesi amaciyla kullanildi.

Etiiv(WiseCube): Mikroorganizmalarin {iretilmesi amaciyla kullanildi.

Otoklav(HIRAYAMA Z-AT-HV-50): Besiyeri ve ¢ozeltilerin sterilizasyonunda
kullanildi.

Saf Su Cihazi(GFL 2004): Gereken saf su ihtiyacini saglamak igin kullanilda.

Anaerobik jar ve kit sistemi (Oxoid AN 0035A): Gereken anaerobik ortami
saglamak i¢in kullanildi.

Spektrofotometre (T80+ UV/VIS Shimadzu Spectrometer): Mikroorganizmalarin

solusyon igerisinde olusturdugu kalsifikasyon derecesini tesbit etmek i¢in kullanildi.
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3.1.2 Kullamlan Standart Bakteri Suslar: ve Besiyerleri

Calismada kullanilan mikroorganizma suslarinin bir kismi uluslararast kiiltiir

koleksiyonu olan ATCC (The American Type Culture Collection-Georgetown

University, Bacteria Department, Washington, U.S.A)’den ve bir kismi1 da Atatiirk

Universitesi  Fen-Edebiyat

Fakiiltesi Biyoloji Bolimii  Molekiiler Biyoloji

Laboratuarindan temin edildi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Calismada kullanilan her bir bakteri susu ve standart besiyeri

Bakteri suslar1 Kullanilan Standart Besiyeri Zenginlestiriciler (Lt™)
Aggregatibacter TSBY (Trypticase Soy Broth 50 ml/L koyun kani
actinomycetemcomitans® withYeast extract) 5 mg/L hemin
Fusobacterium nucleatum*
Porphyromonas gingivalis* TSBY 0,5 mg/L menadione
Corynebacterium matruchotii’ BHI (Brain HeartInfusion) 50 ml/L koyun kani

5 mg/L hemin

2 g/L sodyum format
4.1g/L disodyumfumarat

10 g/L maya ekstrakti
Streptococcus mutans® 50 ml/L koyun kani
Streptococcus sanguis® TSBY 5 mg/L hemin

Streptococcus gordonii’

Candida albicans®

SDA

I

Washington, U.S.A)’den temin edilen bakteri suslari
2. Atatiirk Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bolimii Molekiiler Biyoloji Laboratuarindan

temin edilen bakteri suglar

: ATCC (The American Type Culture Collection-Georgetown University, Bacteria Department,
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3.1.3. Cahsmada Kullanilan Besiyerlerinin ve Tampon Sisteminin
Hazirlanisi

Besiyeri hazirlanmasi; kullanilan cam erlenin hacmi hazirlanmasi diistiniilen
besiyeri hacminin iki kati olacak sekilde se¢imi yapildi. Daha sonra besiyerinin
hazirlanmasi igin segilen cam erlenler iyi bir sekilde temizlenip kurulandi. 0.0001g
duyarhiliktaki terazi kullanilarak herbir madde tartildi ve cam erlen igerisine konuldu.
Steril su ilave edildi ve homojen bir goriintii elde edilene kadar karistirildi. Bu sekilde
hazirlanan besiyeri zaman kaybetmeden otoklavda 121°C’de 20 dk steril edildi. Bu
islem tamamlandiktan sonra besiyeri sogumaya birakildi. 45-50 C’de el yakmayacak
sekilde sogutulan besiyeri steril kabin igerisinde petri kaplarma yaklagik 20 ml olacak
sekilde paylastirildi.

Trypticase Soy Broth with Yeast extract(TSBY): 250 ml besiyeri i¢in; 7,5 g
trypticase soy broth ve 0,75 g yeast extract bilesimi steril su igerisine ilave edildi.
Besiyeri otoklavda 121 C’de 20 dk steril edildi.

Brain Heart Infusion(BHI): 250 ml besiyeri i¢in 13 g brain heart infusion agar,
0,5 g sodyum format, 1,025 g disodyum fumarat ve 2,5 g yeast extract steril su igerisine
ilave edildi. Besiyeri otoklavda 121 C’de 20 dk steril edildi.

Sabouraud-2 % Dextrose Agar(SDA): 250 ml besiyeri igin; 2,5 g special
peptone, 5 g glukoz, 4 g agar steril su igerisine ilave edildi. Besiyeri otoklavda 121'C’de
20 dk steril edildi. 45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere dokiilerek
katilasmaya birakildi.

B-4 besiyeri*®: 0,25 g kalsiyum asetat, 0,4 g maya 6ziitii, 1 g glukoz ve 1,8 g
agar karisimi 100 ml saf su igerisine ilave edildi. pH 7.2” ye ayarlandi ve besiyeri
otoklavda steril edildi. 45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere dokiilerek

katilasmaya birakildi.
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B-2 besiyeri: 2 g kazein, 0,5 g glukoz, 6 g tris, 0,5 g maya o6ziitii, 0,75 g
kalsiyum asetat ve 7,5 g agar karistmi 500 ml saf su igerisine ilave edildi. pH 7.4’¢
ayarlandi ve besiyeri otoklavda steril edildi. 45-50 C’ye kadar sogutulduktan sonra steril
petrilere dokiilerek katilagsmaya birakildi.”’

Sivi besiyeri: Sivi besiyeri B-2 besiyerine agarin katilmamasi sonucu elde edildi.
Besiyeri hazirlandiktan sonra otoklavda steril edildi ve plastik erlene aktarildi.

Modifiye besiyeri: Standart besiyerlerinin 3/4' lik kismina 9%0,15-%0,25
oraninda kalsiyum asetat katilarak olusturuldu.

Mineral Salt BasalUygulama Tamponu(MSB): 1 litre saf su igerisine 0,75 ¢
dipotasyum fosfat (K;HPO,4), 0,2 g monopotasyum fosfat (KH,PO,;) ve 0,09 g
magnezyum siilfat (MgSO,) ilave edilmesiyle olusturuldu. Bu igerigin pH’s1 7.0 olarak
ayarlandi ve 0.22 pm’lik filtreler araciligiyla steril edildi. %

3.2. Metot

3.2.1.Mikroorganizmalarin Temini, Canlandirilmasi ve Inkiibasyonu

P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum, C. matruchotii ve
C. albicans suslari ticari olarak uluslararasi kiiltiir koleksiyonu olan ATCC’ den
saglandi. S. sanguis, S. mutans ve S. gordonii ise Atatiirk Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Bolimii Molekiiler Biyoloji Laboratuarindan temin edildi (Tablo
3.2)).

P. gingivalis, S. mutans, S. sanguis, S. gordonii, A. actinomycetemcomitans ve
F. nucleatum i¢in TSBY besiyeri hazirlandi. C. matruchotii i¢in BHI ve C. albicans igin
ise SDA besiyerleri hazirlandi (Tablo 3.1.).

S. mutans, S. sanguis, S. gordonii, A. actinomycetemcomitans ve F. nucleatum
icin TSBY besiyerine zenginlestirici olarak 50 ml/L koyun kani ve 5 mg/L hemin ilave

edildi. P. gingivalis i¢in zenginlestirici olarak 0,5 mg/L menadione kullanildi.
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C. matruchotii i¢in BHI besiyerine zenginlestirici olarak 50 ml/L koyun kani, 5 mg/L
hemin, 2 g/L sodyum format, 4.1 g/L disodyum fumarat ve 10 g/L maya ekstrati
kullanildi.

Besiyerleri giinliik ve taze olarak hazirland1 ve ekim islemi yapilincaya kadar
oda 1sisinda muhafaza edildi. Anaerob ortamin saglanmasi amaciyla anaerobik jar
sistemi kullanildi (Sekil 3.1.). Jar igerisine anaerob ortami saglamak igin sodyum
bikarbonat ve sodyum borohidrat karisimi igeren 6zel bir paket yerlestirildi (Oxoid
Anaero Gen3.5L ANO035A). Paketin agz1 anaerob kavanoz iginde agildi ve igerisine
birka¢ ml su ilave edildi ve kapak kapatildi. Paket icerisindeki kimyasal reaksiyon
sonucu hidrojen ve karbondioksit gazlar1 olustu. Kavanozun kapaginda bulunan
palladium katalist peletler agiga ¢ikan hidrojen ile kavanoz igerisinde var olan oksijenin

birleserek su olusturmasini sagladi. Boylece oksijen ortamdan su olarak uzaklagtirildi.

Sekil 3.1. Anaerobik jar ve kit sistemi (Oxoid AN 0035A)

ATCC’den ticari olarak temin edilen liyofilize (dondurulmus-kurutulmis) bakteri
suslar1 lizerine steril serum fizyolojik eklenerek siispanse edildi. Steril pipet kullanilarak

siispanse haldeki bakteri susu besiyerine aktarildi. Anaerobik sartlar altinda 37 C 48 saat
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etiivde inkiibasyon islemi yapildi. Inkiibasyon sonrasi besiyerinde olusan koloniler
incelendi. Gelisen kolonilerden bir 6ze dolusu kiiltiir alind1. Besiyerini igeren petri kabi
sol elin ayas1 igerisine yerlestirildi ve sol elin bas ve isaret parmagi araciligiyla petrinin
kapagi acildi. U¢ kisminda bakteri 6rnegi olan 6ze, agilan bu araliktan yerlestirilerek
besiyerine temas ettirildi ve birkag mm ¢apinda yayma islemi yapildi. Daha sonra bu
O0ze aracilifiyla yayilma alanindan baslayarak ¢izgi ekimine gecildi. Cizgi ekimi
birbirini 90 derece agiyla kesen bolgeler olusturacak sekilde yapildi. Ekim yapilmis

petri kab1 anaerobik sartlar altinda etiivde 37 C’de 48 saat inkiibe edildi.

Sekil 3.2.Etiiv(WiseCube)

Bu islemler sirasinda higbir sekilde incelenen ornege ve aktarma yapilan steril
besiyerine sterilize edilmemis 6ze daldirilmadi. Aktarma islemi tamamlandiktan sonra,
Oze alevde tutularak steril edildi. Tim islemler steril kabin igerinde aseptik sartlar

altinda yapildi.
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Anaerob ortam C. albicans hari¢ tiim mikroorganizmalarin canlandirilmasi ve
inkiibasyonu i¢in saglandi. C. albicans igin yapilan islemler normal aerob ortam olan
laboratuar ortaminda yapildi.

Canlandirma ve gelismesi saglanan bakteriler mineralizasyon denemeleri

yapilincaya kadar %15-18 gliserol i¢eren ortamda -78 C de muhafaza edildi.

Tablo 3.2. Mikroorganizma 6rneklerinin ATCC ve aksesyon kodlari

No: Bakterinin adi Kodu

1 Porphyromonas gingivalis ATCC 33277
2 Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 33387
3 Fusobacterium nucleatum ATCC 25586
4 Streptococcus sangius KC628751

5 Streptococcus mutans KC505240

6 Streptococcus gordonii KC628750

7 Corynebacterium matruchotii ATCC 14266
8 Candida albicans ATCC 10231

3.2.2. Mineralizasyon Denemelerinin Yapilmasi

Canlandirilip inkiibasyonu yapilan her bir mikroorganizmanin kati ve sivi
besiyerlerine ekimi ile mineral salt basal tamponu igerisine uygulamasi yapildi.

3.2.3. Kat1 Besiyerine Ekim

Hazirlanan mikroorganizmalarin her biri B-4, B-2 ve standart besiyerlerinin
modifiye edilmesi ile olusan kat1 besiyerlerine ekimi yapildi. Modifiye besiyeri standart
besiyerlerinin 3/4" lik kismma %0,15-%0,25 oraninda Kalsiyum asetat katilarak

olusturuldu. Besiyerlerinde saf kiiltiir olarak gelistirilen mikroorganizmalar steril 6ze
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ucu ile alinarak kati besiyerine ekimleri yapildi. Bu islem her {i¢ kati1 besiyeri i¢in
tekrarlandi. Cizgi ekim yapildiktan sonraanaerobik ortamda 37 C de inkiibe edildi.
Inkijbasyonun 3.,5., 7., 14, 28. ve 40. giinlerinde petri plaklarinda kristal olusturanlar
1s1k mikroskobu (LM) altinda tesbit edildi. Tiim islemler steril kabin igerisinde aseptik
sartlar altinda yapildi. C. albicans igin yapilan iglemler normal aerob ortam olan

laboratuar ortaminda yapildi.

Sekil 3.3. Kat1 besiyerine ekim yapilmis mikroorganizmalarin goriiniimii

Sekil 3.4.Steril Kabin(ESCO Clas Il Biohazard)
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3.2.4. Siv1 Besiyerine Ekim

Besiyerleri igerisinden steril 6ze ucu ile mikroorganizmanin ¢ogaldigi koloniye
temas ettirildi ve siirerek bir miktar 6rnek alindi. Sol ele ekimin yapilacag: besiyeriyi
igeren erlen alindi ve sag elin serge parmagi ile erlenin agzindaki kapak agildi. Oze ile
alman 6rnek erlen icerisindeki besiyerine birakildi. Inkiibasyonun 10., 20. ve 40.
giinlerinde sivi besiyerinden steril pipetler araciligiyla aliman o6rnekler lam {izerine
yayild1 ve 151k mikroskobu altinda incelendi. Bu islem kristal tanecikleri goriilene kadar

devam edildi. Tiim islemler steril kabin igerisinde aseptik sartlar altinda yapildi.

C. matruchotii

Kontrol A. actinomycetemcomitans P. gingivalis F. nucleatum

Sekil 3.5b. S1v1 besiyerine ekim yapilmis periopatojenlerin goriintimii
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3.2.5. Mineral Salt Basal Uygulama Tamponu

Hazirlanan MSB igeriginden 9 ml alindi ve igerisinde islem yapilacak
mikroorganizma McFarland Standard | (Sekil 3.6.) referans alinarak ilave edildi ve
stispansiyon olusturuldu. Hazirlanan siispansiyona hacim 10 ml olacak sekilde tekrar
MSB igerigi ilave edildi.

Hazirlanan igerige stok solusyonundan otomatik pipetler araciligiyla damla
damla 140 g/l CaCl; (kalsiyum kloriir) toplam hacim 12 ml olana kadar ilave edildi.
Damla damla ilave esnasinda ¢okelme olup olmadigi gézlendi ve kesin sonuglar i¢in 24
saat beklendi. Ttiim iglemler aseptik sartlar altinda ve steril kabin igerisinde yapildi.

Kontrol grubu olusturmak amaciyla 10 ml MSB igerigine herhangi bir

mikroorganizma ilave etmeden 2 ml 140 g/l CaCl; ilave edildi.

Sekil 3.6. McFarland Standartlar

MSB igerisinde olusan kalsifikasyonu kisisel gozlemden arindirip sayisal
degerler elde etmek igin spektrofotometre kullanildi. Spektrofotometrede 540
nanometre (nm) dalga boyunda % transmitans alindi. Transmitans alarak ¢6zeltiye giren
15181n yiizde kacinin ¢ozeltiden ¢iktigr gosterildi. Kontrol grubunu kor kabul ederek tiim

solusyonlardaki bulaniklik derecesini yani kalsifikasyon miktarlar1 degerlendirildi.
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Kalsifikasyon miktar1 solusyon igerisindeki partikiil miktar1 ile orantili oldugundan,
soliisyon igerisinde ne kadar partikiil var ise igerisinden gecen 1s1k miktar1 o kadar az

olacagindan kisisel gozlem hatasini ortadan kaldirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kat1 Besiyerine Ekim Bulgular

Kat1 besiyerine ekim bulgular1 Tablo 4.1’de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Kat1 besiyerine ekim bulgular1

No: Bakterinin adi B-2 besiyeri B-4 besiyeri Modifiye

besiyeri
1 P. gingivalis - - *
2 A. actinomycetemcomitans - - *
3 F. nucleatum F - *
4 S. sangius + - *
5 S. mutans + - *
6 S. gordonii + . *
7 C. matruchotii - - *
8 C. albicans + + *

+ : mineralizasyon gdzlendi
- : mineralizasyon gozlenmedi
* @ gbzlem yapilamadi.

B-2 ve B-4 besiyerlerine ekim islemi yapildiktan sonraki 3., 5., 7., 14., 28. ve
40. giinlerinde yapilan kontrollerde A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis,
F. nucleatum, C. matruchotii’nin (Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.) kristal olusturmadigi,
S. mutans (Sekil 4.3.), S. gordonii (Sekil 4.4.), S. sanguis’in (Sekil 4.5.) sadece B-2
besiyerinde, C. albicans’in (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7.) ise hem B-2 hem de B-4
besiyerlerinde kalsifikasyon olusturdugu gézlendi.

Modifiye besiyerinde ise ekimi yapilan tiim mikroorganizmalarin zenginlestirici
olarak kullanilan kan ve heminden dolay1 151k mikroskobu altinda herhangi bir tesbit

yapilamadi.
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Sekil 4.1. C. matruchotii’nin B-2 besiyerindeki goriiniimii. Herhangi bir kristalizasyon
gozlenmemektedir. (10x10 LM)

Sekil 4.2. C. matruchotii’nin modifiye besiyerindeki goriiniimii. Herhangi bir
kristalizasyon gozlenmemektedir. (40x10 LM)
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Sekil 4.3. S. mutans’mn B-2 besiyerinde olusturdugu yildiz seklindeki kalsifiye alan
(1010 LM)

Sekil 4.4. S. gordonii’nin B-2 besiyeri i¢erisinde olusturdugu kalsifiye alan(10x10 LM)
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Sekil 4.5. S. sanguis’in B-2 besiyeri igerisinde olusturdugu Kkalsifiye alan (10x10 LM)

Sekil 4.6. C. albicans’in B-4 besiyerinde olusturdugu kristal tanecikleri (40x10 LM)
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Sekil 4.7. C. albicans’in B-2 besiyerinde olusturdugu kristal tanecikleri (40x10 LM)

4.2. S1v1 Besiyerine Ekim Bulgular:

S1v1 besiyerine ekim bulgular1 Tablo 4.2°de gdsterilmistir

Tablo 4.2. Siv1 besiyerine ekim bulgulari

No: Bakterinin ad1 B-2 besiyeri(siv1)

P. gingivalis -
A. actinomycetemcomitans -
F. nucleatum -
S. sangius
S. mutans
C. matruchotii -
S. gordonii
C. albicans

+ : mineralizasyon gozlendi
- : mineralizasyon gozlenmedi

+ |+

+

O N OO W N

=+

S1vi besiyerine ekim ig¢in B-2 besiyerinin sivi1 hali kullanildi. Ekimi takib eden
10., 20. ve 40. giinlerde yapilan incelemelerde C. albicans (Sekil 4.8.), S. mutans (Sekil
4.9.), S. gordonii (Sekil 4.10.) ve S. sanguis’in (Sekil 4.11.) kalsifikasyon olusturdugu

diger mikroorganizmalarin ise kalsifikasyon olusturmadig1 gézlendi.
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Sekil 4.8. C. albicans in s1v1 besiyerinde olusturdugu kristal tanecikleri (100x10 LM)
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Sekil 4.9. S. mutans’in siv1 besiyerinde olusturdugu kristal tanecikleri (100x10 LM)
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Sekil 4.11. S. sanguis’in siv1 besiyerinde olusturdugu kristal tanecikleri (100x10 LM)
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4.3. Mineral Salt Basalicerigine Ait Bulgular

MSB igerigine ait bulgular Tablo 4.3’de gosterilmistir

Tablo 4.3. MSB igerigine ait bulgular

No:  Bakterinin ad1 MSB
1 P. gingivalis -
2 A. actinomycetemcomitans -
3 F. nucleatum -
4 S. sanguis +
5 S. mutans +
6 S. gordonii +
7 C. matruchotii +
8 C. albicans -

+ : mineralizasyon gozlendi
-: mineralizasyon gozlenmedi

MSB igerigine CaCl, eklendiginde C. matruchotii, S. mutans, S. sanguis ve

S. gordonii bulunan solusyonlar kontrol grubuna gore yogun mineralizasyon gosterdi.

C. albicans, A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis ve F. nucleatum igeren

solusyonlar ise kontrol grubuna gore mineralizasyon gostermedi (Sekil 4.12.).
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Kontrol grubu C. albicans C. matruchotii S. S i S. gordonii

A. actinomycetemcomitans P. gingivalis F. nucleatum

Sekil 4.12. MSB igerisindeki her bir mikroorganizmanin goriinlimii (Mineralizasyon
gosteren mikroorganizmalard ile gosterildi).

MSB igerisinde kalsifikasyon gosteren mikroorganizmalarin kontrol grubuna ve
kalsifikasyon olusturmayan mikroorganizmalara gore transmitansinin daha diisiik
oldugu gosterildi (Tablo 4.4).

Kalsifikasyon olusturmayan mikroorganizmalarin transmitansinin  kontrol
grubuna gore ufak miktarda diisiik olmasinin nedeni; kontrol solusyonu igerisinde
herhangi bir mikroorganizmanin bulunmamasi, kalsifikasyon gézlenmeyen solusyonlar
da ise mikroorganizma varliginin solusyona giren isilarin ufak bir kismini tutmasindan

ileri gelmektedir (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. MSB igerisine uygulanan mikroorganizmalarin spektrofotometre bulgulari

No: Bakterinin adi 540nm %T
1 Kontrol 99.9
2 A. actinomycetemcomitans 99.7
3 F. nucleatum 99.4
4 P. gingivalis 99.1
5 C. albicans 98.8
6 S. gordonii 94.5
7 C. matruchotii 71.6
8 S. sanguis 61.1
9 S. mutans 53.4




5. TARTISMA

Periodontal hastaligin olusumu ve ilerlemesinde primer etyolojik faktér dental
plaktir. Dental plagin minarelize olmasiyla distasi olusmaktadir. Distas1 yapisinda
bulunan non-mineralize ada ve kanallar sistemi nedeniyle pordz bir yapiya sahiptir. Bu
pordz yapisi sayesinde bakteriyel tutumu kolaylastirir ve bakterilerin olusturdugu toksik
rtinlerin  periodontal bolgeye salimmina neden olarak periodontal hastaligin
gelismesinde predispozan faktor olarak gorev yapar.g’ °
Distast ile periodontal hastalik arasindaki iligkiyi ortaya koyan ¢ok sayida cross-

sectional ve longitudinal calisma mevcuttur, % 104 170173

Bu ¢alismalarda periodontal
hastaligin tedavisinde distasi formasyonunun oOnlenmesi ve uzaklastirilmasinin
gerekliligi tizerinde durulmustur. Bunun nedeni ise distasinin daima mineralize
olmayan, canli ve metabolik olarak aktif bir bakteri tabakast ile gevrili olmasidir.*™
Distas1 formasyonu temelde dental plagin elimine edilmemesi sonucu tiikiiriik ve
diseti olugu sivist esasli amorf materyal ve mikroorganizma igerikli organik matriks

{izerine kalsiyum fosfat kristallerinin ¢okelmesi sonucu olusur.'”

Distas1 formasyonu
alkali ortam varhiginda tiikiiriikte bulunan kalsiyaum ve fosfat iyonlarmin ¢okelmeye
baslamasi ve mineral formunu almasiyla gergeklesir. Bu ¢okelme, ortamda bulunan
bakterilerin alkali sartlar1 gelistirmesiyle ve plak icerisinde var olan mineralizasyon
cekirdekleriyle artarak devam eder.'”™ 176 Alkali sartlari gelistiren bakterilerin
kristalizasyon ve mineralizasyonda rol alarak distasi olusumuna katki sagladigi ve
periodontal hastaliklar i¢in risk olusturdugu diistiniilmektedir.

Distast olusumu ile ilgili calismalarin bir ¢ogu distasi ile plak arasindaki iliskiyi
ve bu yolla bakterilerin distasi olusumundaki rollerini agiklamaya ga11§m1§t1r.10’ 12,7374
Tiikiiriik iceriginde bulunan kalsiyum ve fosfat iyonlarmin mineralizasyonu iizerinde

3,7, 11, 82, 177 I

duran ¢aligmalar da mevcuttur. ster plak olusumu, ister tiikiirik iceriginde
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bulunan kalsiyum ve fosfat iyonlarinin ¢okelmesindeki rolii dikkate alinsin bakterilerin
distas1 olusumunda 6nemli oldugu bilinmektedir.**

Distas1 olusum mekanizmasi1 iizerine yapilan calismalar bakterilerin roliine
dikkat ¢ekmis ama bu iligkiyi tam olarak ac¢iklayamamistir. Bakterilerin distasi
olusumuna katilip katilmadigi yoniinde yapilan c¢alismalar siirlidir ve daha cok
bakterilerin pasif katilimini1 géstermeye yéneliktir.s'12

Bu tez ¢alismasinda, dental plak olusumuna katilan bazi mikroorganizmalar ile
distas1 igerisindeki kanal ve lakiinlerde belirlenmis bazi periopatojen bakterilerin
in vitro ortamda kalsifikasyon olusumuna katilip katilmadiklarinin belirlenmesi
amaclandi. Ayrica periopatojen bakterilerin periodontal hastaligin olusmasina direkt
olarak katkida bulunmalarinin yani sira distasi olusumunda da rol alip almadigi
incelendi. Bu dogrultuda; dental plak olusumunda ve yapisinda bulunan S. mutans,
S. sanguis, S. gordonii ile periodontal hastalik olusumunda etken olan
A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis ve F. nucleatum arastirildi. Arastirmamiza
ayrica periodontitisli bolgelerden izole edilen C. albicans ve oral bakteriyel
kalsifikasyon caligmalarmin ilk defa yapildigt C. matruchotii de dahil edildi.
Periopatojenlerin disinda diger bakterilerin kullanilma nedeni ¢alismadaki besiyerlerinin
kalsifikasyon kabiliyetlerini ve giivenilirligini test etmek igindir.

In vitro kalsifikasyon c¢alismamiz kati (B-2, B-4, modifiye), siv1 (B-2 sivi)
besiyerleri ve MSB uygulama tamponu olmak iizere {i¢ ayr1 ortamda yapilmuistir.

5.1. Kati Besiyerine Ekim Sonuclarinin Tartisilmasi

Arastirmamizda mikroorganizmalarin kalsifikasyon yapip yapmadiklarinin
belirlenmesi i¢in degisik besiyerleri kullanildi. Boquet ve ark. 1973 yilinda
mikroorganizmalar {izerinde yapilan kalsifikasyon calismalarinda uyguladiklari daha

sonra da bir ¢ok arastirici tarafindan da kullanilan B-4 besiyeri bunlardan ilkiydi.**® 7
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B-4 besiyeri ile yapilan g¢alismalar sonucu bu besiyerinin modifiye edilmesi ile
hazirlanan B-2 besiyerini kullanma geregi hissedilmistir."***** B-4 besiyerini modifiye
ederek elde edilen B-2 besiyerini kullanma nedenimiz mikroorganizmalari gelistirmek
ve kalsifikasyon gozlemi yapabilecegimiz bir ortam olusumunu saglamaktir. B-4 ve B-2
besiyerinin yani sira inkiibasyon i¢in kullanilan standart besiyerlerinin 3/4' liikk kismina
mikroorganizmalarin kalsifikasyon olusturabilecegi uygun ortam olusturmak amaciyla
%0,15-%0,25 oraninda kalsiyum asetat katilarak modifiye besiyeri olusturuldu.
Arastirmamiz i¢ farkli kati besiyeri kullanilmasi yoniiyle diger tiim in vitro
kalsifikasyon arastirmalarindan dstiinliik gostermektedir. Dis hekimliginde ise bu
besiyerleri kullanilarak herhangi bir kalsifikasyon arastirmasi yapilmamustir.

Calismaya dahil edilen mikroorganizmalarin in vitro ortamda Kalsifikasyon
olusumuna katilip katilmadigi incelendiginde; B-4 besiyerinde C. albicans’in B-2
besiyerinde ise S. mutans, S. gordonii, S. sanguis ve C. albicans’in kalsifikasyon
olusturdugu goézlendi. Modifiye besiyerinde ise herhangi bir kalsifikasyon odagi tesbit
edilemedi.

B-4 besiyerinde sadece bir mikroorganizmanin kalsifikasyon gosterip B-2
besiyerinde ise dort tanesinin kalsifikasyon gostermesi besiyeri icerigine baglanabilir.
Bunun nedeni B-2 besiyeri icerisinde besleyici faktorlerin daha fazla olmast ve B-4
besiyerinde azot ile mikroorganizmanin kullanabilecegi indirgenmis ortamlarin oldukca
az olmasidir. Soyleki; B-4 besiyerinde karbon kaynagi olarak B-2 besiyerinden daha
fazla miktarda glikoz bulunur. Ancak B-2 besiyerinde kuvvetli bir azot kaynagi olan
kazein oldukga yiiksek miktarda bulunmaktadir. Azot kaynaklarimin besleyici nitelikleri
daha fazla oldugundan B-2 besiyeri mikroorganizmalar i¢in daha elverisli bir ortamdir.

Bir diger nokta ise besiyerlerinin pH’lar1 arasindaki farktir. Calismalarda

standart olarak kullanilan B-4 besiyerinin pH’s1 7.2 iken B-2 besiyerinin pH’s1 7.4 tiir.
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Bu pH farkinin mikroorganizmalarda kalsifikasyon kabiliyeti olusturmayacagi sadece
kalsifikasyonun daha hizli olusmasina etki edebilecegi diisiintilmektedir.

Periodontal enflamasyonun tipik bulgusu olarak kabul edilen kanama, ¢igneme
ve fircalama gibi mekanik uyaranlarla bazen de spontan olarak olusmaktadir. Bu
baglamda hastalikli periodontal dokular1 taklit etmek i¢cin modifiye besiyeri igerisine
zenginlestirici olarak kan ve hemin ilave edildi. Modifiye besiyerinde incelenen tiim
mikroorganizmalarda herhangi bir kalsifikasyon odagi tesbit edilemedi. Bunun nedeni
zenginlestirici olarak kullanilan kan ve heminin yeterli 151k gecirgenligi saglamayip
mikroskop altinda mikroorganizmalara dair olusumlar1 gérmemizi engellemesidir.
Sonu¢ olarak modifiye besiyerinde kalsifikasyon ya olusmadi ya da olugsa bile
mikroskop altinda tesbit edilemedi.

Yapilan literatiir taramasinda streptokok tiirleri ile distasi olusumu arasindaki
iliskiyi ortaya koyan ¢alismalar mevcuttur. Demir ve ark. hastalardan elde edilen distasi
orneklerini inceledikleri ¢alismada S. mutans, S. sanguis, S. gordonii ve diger bazi
streptokoklarin kalsifikasyon kabiliyetine sahip olduklarini bulmuslardir. 198 Streckfuss
ve ark. S. mutans’in 5 serotipi, S. sanguis’in 2 serotipinin in vitro ortamda kalsifikasyon
yaptigin1  gzlemlemislerdir.!”® Souchay ve ark. S. mutans’in in vitro ortamda

° Bu bulgular bizim

intrastoplazmik kalsifikasyon gosterdigini belirtmislerdir.®
calismamizla paralellik gostermektedir.

Bakterilerin kalsifikasyon olusturma mekanizmalar1 incelediginde S. sanguis’in
iire ve amonyak bilesiklerini olusturan arginin deaminaz ve iire iireterek dental plagin
pH’sinin  yiikselmesini sagladigi bdylece ortamda bulunan kalsiyum iyonlarinin
cokeldigi iddia edilmektedir.*”” S. mutans ise genellikle ciiriik bélgelerinden izole edilen

ve pH’nin diismesine neden olan bir bakteridir. Souchay ve ark. S. mutans iizerinde

yaptiklar1 ¢alismada stoplazma igerisinde kalsifikasyon odaklarinin olustugunu ve daha
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sonrada hiicre duvarmin mineralizasyonunu takiben kalsifikasyonun ekstraselliiler
alanda basladigin bildirmektedirler.*® Biz, S. mutans ve S. gordonii’nin ya hiicre yapist
icerisinde bulunan bir organik molekiiliin ya da metabolizmalar1 sonucu iirettikleri
molekiillerin kalsifikasyon agisindan 6nem teskil edebilecegini diistinmekteyiz. Bu
bakterilerin {irettigi CO, ortamda bulunan kalsiyumasetattan asetatin ayrilmasi ile
serbest iyon haline gelen kalsiyum ile baglanarak kalsiyumkarbonat olusumuna neden
olabilir.

C. albicans’in periodontal hastaligin patogenezindeki rolii tam olarak
bilinmemekle birlikte bir ¢ok arastirmada hastalikli bireylerde varligi tesbit
edilmigtir, ! 181184 Ayrica Clayton ve Fox insan ve hayvanlardan elde ettigi distas
orneklerinde kandida varligin saptamuslardir.'® Literatiir dogrultusunda arastirmamizda
periodontitisin  etyolojik  faktorlerinden  biri  olan  distasinin  olusumuna
C. albicans’in katilip katilmadigimin incelenmesi amaglandi. Bu amagla C. albicans
B-2, B-4 ve modifiye besiyerlerine ekildi. B-2 ve B-4 besiyerlerinde kalsifikasyon
odaklar1 goriliirken, modifiye besiyerinde ise herhangi bir kalsifikasyon odagi tesbit
edilemedi.

Bizim c¢alismamizla paralellik gosteren bir caligmada in vitro ortamda
C. albicans’in uygun kosullar altinda intraselliiler kalsifikasyon yaptigi ortaya
konmustur."® Ancak bu calisma incelendiginde herhangi bir besiyerinden ve ekimin
yapildig1 kosullardan bahsedilmemektedir.

C. albicans’in hem B-2 hemde B-4 besiyerlerinde kalsifikasyon gdstermesi iki
sebebe baglanabilir. Bunlardan birincisi C. albicans’in fizyolojik u¢ durumlara iyi bir
uyum kapasitesine sahip olmasi, digeri ise ortamda glikoz ve iki degerlikli iyon (Ca*?)
varhginda biyofilm olusturma kapasitesinin artmasidir.*®® C. albicans zorlu sartlar

altinda canliligin1 stirdiirebilen ve biyofilm olusturma kapasitesi yiiksek bir
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mikroorganizmadir. Bu bilgiler dogrultusunda C. albicans’in hem kendi organik
yapisinin, hem de olusturdugu biyofilm yapinin minerallerin birikmesi igin sablon
gorevi gordiigii ve kalsifikasyon olusturdugu diisiiniilebilir.

C. matruchotii ise insan oral kavitesinde bulunan ve distasti olusumu ile
iliskilendirilen ilk mikroorganizmad1r.l43’ Y4 n vitro ortamda kalsifikasyon yaptig1 ve
kalsiyum hidroksit olusturma yetenegine sahip oldugu belirtilmistir.'®’

Bu bilgiler dogrultusunda C. matruchotii iizerinde in vitro kalsifikasyon
denemesi igin B-2, B-4 ve modifiye besiyerlerine ekimi yapildi. Ug kat1 besiyerinde de
herhangi bir kalsifikasyon tesbit edilemedi.

Ennever ve ark. C. matruchotii hiicre kiiltiirlerinde kalsifikasyon olustugunu
gostermislerdir."® Boyan ve Boskey ise ilgili bakterinin kalsiyum-fosfolipid-fosfat
kompleksi (CPLX) olusturarak kalsifikasyona neden oldugunu belirtmislerdir.'®
Yapilan bu ¢alismalarda C. matruchotii sadece kalsiyum bulunan ortama ilave edilmis
ve bakterinin kalsifikasyon olusturdugu tesbit edilmistir. Takazoe ve ark. gore ise
sadece canliligini kaybeden C. matruchotii kalsifiye olabilmektedir.**® Lie ve Selving
intrastoplazmik dejenerasyonun C. matruchotii Kkalsifikasyonundan onceki basamak
oldugunu belirtmislerdir."" Ilgili bakterinin tiim stoplazmik alaninin kalsifiye oldugu ve
interbakteriyel kalsifikasyon gosterdigi ortaya konmustur.'*

C. matruchotii’nin kalsifikasyon gosterdigi ¢alismalar incelendiginde bakterinin
sadece kalsiyum Dbulunan ortama yerlestirildigi, bu ortamin da canliligini
saglayabilecegi bir besiyeri olmadigi goriilmiistiir. C. matruchotii’nin canliligin1 idame

ettiremeyip dejenere olarak Kalsifiye oldugu diisiiniilmektedir.*®

Calismamizda
C. matruchotii icerik olarak zengin besiyerlerine ekilmis ve bakteri canliligini devam

ettirmistir. Bundan dolay1 ¢alisilan besiyerlerinde bakteri dejenere olmayip, canliligini
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yitirmemis ve kalsifiye olmamistir. Kalsifikasyon goriilen diger ¢alismalarla uyumsuz
olmasi bu sekilde a¢iklanmaktadir.

Yiiksek miktarda distasi olan bireylerde, saglikli bireylere nazaran daha yiiksek
ve belirgin 6l¢iide P. gingivalis tesbit etmistir."® Ayrica P. gingivalis tarafindan iiretilen
kompleks lipidler subgingival distasindan elde edilen lipid ekstratlarinda
bulunmustur.’ ** Brown ve ark. agiz icerisinde distast olan bireylerde yiiksek oranda
A. actinomycetemcomitans varligi saptamuslardir.’®® Yapilan bir diger calismada
subgingival distas1 igerisinde A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis ve T. denticola
tesbit edilmistir.*®

Bu bilgiler dogrultusunda periopatojenlerden olan A. actinomycetemcomitans,
P. gingivalis ve F. nucleatum’un periodontal hastaligin olusumunun yani sira, hastaligin
predispozan faktorii olan distasi olusumuna da katilip katilmadiginin incelenmesi
amaciyla in vitro ortamda B-2, B-4 ve modifiye besiyerlerine ekimleri yapildi. EKim
yapilan besiyerlerinde ilgili bakterilere ait herhangi bir kalsifikasyon odagina
rastlanmadi.

Periopatojen bakterilerin kalsifikasyon olusumuna katilip katilmadigi yoniinde
yapilan literatiir arastirmasinda herhangi bir veriye ulasilamamistir. Bizim yaptigimiz
calisma periopatojen bakterilerin kati besiyeri igerisinde in vitro kalsifikasyonunu
inceleyen ilk ¢aligmadir ve ilgili bakterilerin kalsifikasyon olusumunda herhangi bir
etkileri olmadig1 ortaya konmustur.

5.2.S1v1 Besiyerine Ekim Sonug¢lariin Tartisilmasi

Kat1 besiyerine ekim sonuglari incelendiginde bir kistm mikroorganizmanin
kalsifikasyon gosterdigi halde bir kisminin gostermemesi sonucu sivi besiyerine ihtiyag
duyuldu. Bu ihtiyacin altinda yatan ana etken subgingival distasi olusumu igin

kalsiyum-fosfat iyon kaynagi olarak DOS’un kullanilmasidir. Bu dogrultuda
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mikroorganizmalarin in vitro Kkalsifikasyon Kkabiliyetlerini arastirmak amaciyla
enflamasyonun baglamasiyla eksudatif sivi halini alan diseti olugu sivisina benzer ortam
elde etmek i¢in mikroorganizmalarin sivi besiyerine ekimi yapildi. S1vi besiyeri olarak
sadece B-2 besiyeri kullanildi. Bunun nedeni B-2 besiyerinde mikroorganizmalar igin
gerekli olan besleyici faktorlerin daha yiiksek miktarda bulunmasi ve kat1 besiyeri ekim
sonuglariin B-2 besiyerinde pozitif sonu¢ vermesidir.

S. mutans, S. sanguis, S. gordonii ve C. albicans’in ekimi takiben yapilan
incelemelerde kat1 besiyerinde oldugu gibi s1vi besiyerinde de kalsifikasyon olusturdugu
gbzlendi. Bu mikroorganizmalarin sivi besiyerinde olusturduklar kalsifikasyon odaklar
kat1 besiyerindekilerden daha kii¢iik boyutta ve daha az miktardadir. Kat1 besiyerinde
mikroorganizma kolonisinden ekstraselliiler ortama diffiize olan molekiiller koloniye
belli bir mesafede veya koloniler arasinda kristal olusmasini tesvik etmektedir. Sivi
ortamda ise ortama salgilanan molekiiller tim sivi igerisine dagildigindan dolay:
konsantrasyon katiya nazaran daha diisiik olmaktadir. Bundan dolayi kristalizasyon kati
besiyerine gore biraz daha ge¢ ve zayif bir sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Sivi besiyerinde
kristallerin daha kiiclik olmasi besiyeri igerigine baglanamaz ¢iinkii her iki besiyeri
icerisindeki iyon yogunlugu agisindan aymidir. Sivi besiyerinde, sadece besiyerinin
katilasmasi i¢in gerekli olan agar kullanilmamustir.

Calismamizda A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis ve F. nucleatum kati
besiyerinde oldugu gibi sivi besiyerinde de kalsifikasyon olusturmamistir. Bu konu ile
ilgili yapilan literatiir incelemesinde herhangi bir veriye ulagilamadi.

C. matruchotii kat1 besiyerinde oldugu gibi sivi besiyerinde de herhangi bir
kalsifikasyon gostermedi. Bunun nedeni kati besiyerinde oldugu gibi s1vi besiyerinde de
bakterinin canliliini devam ettirebilmesi i¢in tiim sartlarin uygun olmasindan dolay1

dejenere olmayip, canliligini yitirmemesi ve nihayetinde kalsifiye olmamasidir.
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Yaptigimiz ¢alisma ilgili mikroorganizmalarin sivi besiyeri igerisinde in vitro
kalsifikasyonunu inceleyen ilk ¢alismadir.

5.3.Mineral Salt Basal Uygulama Tampon Sonu¢larimin Tartisiimasi

MSB nanopartikiil sentezinde kullanilan 6zel bir tampondur sistemidir.'® Icerigi
dipotasyum fosfat ve monopotasyum fosfat kullanilarak olusturulan bir fosfat tamponu
ile magnezyum siilfattan olugmaktadir.’®* MSB’yi kullanmamizin nedeni pH stabilitesi
saglayan iyi bir tampon olmasi ve igerisinde bulunan siilfat ve fosfatin kalsiyum ile
birleserek partikiil olusturmasidir. Doygun kalsiyum ¢ozeltisi olusturmak i¢in CaCl,
kullanmamizin nedeni ise CaCly’nin sivi ortamda iyi ¢Oziilmesi ve Ca*
olusturabilmesidir. MSB igerisine ilave edilen CaCl, miktar1 toplam hacmin
%?20’sinden fazla olmayacak sekilde yapilmasindaki ana etken doygunlugun asir1 bir
sekilde arttirilmayip kendi kendine ¢okelmesinin oniine gegmektir.

MSB igerisinde bulunan siilfat ve fosfat ile mikroorganizma faaliyetleri sonucu
olusan CO; ortamda bulunan mikroorganizmanin herhangi bir Kalsifikasyon
kabiliyetinin olmast durumunda kalsiyum fosfat, kalsiyum siilfat ve kalsiyum karbonat
olarak c¢okelti olusturmaktadir. Bu dogrultuda MSB’yi mikroorganizma varliginin
doygun kalsiyum bulunan ortamda kalsifikasyona katkisini arastirmak amaciyla
kullandik.

McFarland Standardi; baryum kloriir ile siilfirik asidin karigtilmas1 sonucu
olusan baryum siilfat ortamda opak renkli bir bulaniklik olusturur. Herhangi bir
besiyerinde TUretilen mikroorganizmalarda ayni renkte bir bulamiklik meydana
getirmektedirler.  Calismamizda hazirladigimiz MSB  besiyerine  McFarland
Standard I’in rengine ulasincaya kadar mikroorganizma ilave edildi. Standart I’i
kullanmamizin nedeni hazirlanmasininin kolay olmasi ve diger standartlara gore

bulaniklik derecesinin az olmasidir. Standart II, III ve IV daha bulanik bir goriintiiye
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sahiptir ~ ve  mikroorganizmalarin  Kalsifikasyon  olusturup  olusturmadigin
gozlemlememizi zorlastirmaktadir.

MSB igerisine doygun kalsiyum ¢6zeltisi olusturmak i¢in CaCl, ilave edilerek
yapilan bu ¢alismada C. matruchotii, S. mutans, S. sanguis ve S. gordonii’nin kontrol
grubuna gore daha yiiksek miktarda kalsifikasyon olusturdugu goriildii.

C. matruchotii kat1 ve siv1 besiyerinde kalsifikasyon olusturmadigi halde MSB
igerisinde kalsifikasyon gosterdi. C. matruchotii’nin kalsifikasyon olusturmasinda hiicre
membraninda bulunan asidik fosfolipidler anahtar rol oynamaktadir. Asidik
fosfolipidler fizyolojik pH kosullarinda negatif yiike sahiptirler ve amfipatiktirler.*** Bu
negatif yiiklerisayesinde kalsiyumu baglayabilirler. Kalsiyum, membran yapisinda
bulunan fosfolipid molekiiliine elektrostatik kuvvet ile baglanir. Bu baglant1 kalsiyum
ve fosfat iyonlarinin etkilesimini kolaylast1rmaktad1r.194 Inorganik fosfatin kalsiyum ile
baglanmas1 sonucu CPLX olusur. Olusan bu komplekse yeterli miktarda kalsiyum ve
fosfat varliginda apatit depozisyonu devam eder ve bakteri kalsifiye olmaya baslar.
C. matruchotii’nin hiicre membraninda baslayan kalsifikasyonun mikroorganizmanin
tamaminda goriilebilmesi igin bakterinin dejenere olup canliligini kaybetmesi
gerekmektedir. Kat1 ve siv1 besiyerlerinde bakterinin canliligini idame ettirebilecegi bol
miktarda besiyeri mevcut oldugundan dolayr her ne kadar hiicre membraninda
kalsifikasyon baslasa da bakteri tamamen dejenere olup kalsifiye olmadigi i¢in kat1 ve
stvi besiyerinde 151k mikroskobu altinda herhangi bir kalsifikasyon tesbit edilmedi.
MSB igerisinde ise hiicre membranindaki fosfolipidlerin olusturdugu CPLX ortamda
bulunan Ca*? varligi nedeniyle biiyiidii. Bunun sonucunda MSB ortaminda askida kalan
mikroorganizma CPLX’in olusmasi ve biiyiimesi nedeniyle zemine ¢okeldi ve Kkalsifiye

odak olarak tesbit edildi.
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S. mutans, S. gordonii ve S. sanguis hem kat1 ve siv1 besiyerinde hem de MSB
igerisinde kalsifikasyon gosterdi. Kat1 ve sivi besiyerinde oldugu gibi MSB igerisinde
de bu mikroorganizmalarin hiicre yapisinda bulunan molekiiliin ortamda serbest halde

+2 ¢

bulunan Ca™ ‘ye baglanarak ¢okeldigi ve kalsifikasyon olusturdugu diisiiniilebilir.

A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis ve F. nucleatum ise hem kat1 ve sivi
besiyerinde hem de MSB igerisinde herhangi bir Kkalsifikasyon gostermedi. Bu
bakterilerin kalsifikasyon yapmadigi, distasi icerisindeki kanal ve lakiinler igerisine
sekonder yerlesim gosterdigi diisiiniilebilir.

C. albicans kati ve sivi besiyerinde kalsifikasyon olusturdugu halde MSB
icerisinde herhangi bir kalsifikasyon gostermedi. C. albicans kati ve sivi besiyerinde
herhangi bir organik molekiile tutunarak kalsifikasyon ¢ekirdegi olusturup kristal
olusturabildigi halde MSB igerisinde tutunabilecegi bir organik molekiil olmadigindan
kalsifikasyon olusturamamistir. Organik molekiiletutunma hem mikroorganizma igin
hem de mikroorganizmanin Kkalsifikasyon ¢ekirdegi olusturabilmesi agisindan
onemlidir.

5.4. Sonug¢

Dis tas1 kalsifiye yapiya sahiptir ve olusumu miiltifaktoriyel, kompleks bir siireci
ig:erir.94 Distas1 olusumunda mikroorganizmalarin rolii tam olarak bilinmemekle birlikte
kalsifikasyon odaklarinin olugmasinda rol aldig diistiniilmektedir. Mikroorganizmalarin
distas1 olusumundaki roliiniin ise aktif mi yoksa pasif mi oldugu bilinmemektedir. Bu
dogrultuda ¢aligmamizda incelenen mikroorganizmalarin aktif mineralizasyonunu tesbit
etmek i¢in kat1 ve s1v1 besiyerlerine ekimleri yapildi. Pasif mineralizasyonun tesbiti i¢in
ise MSB tamponu kullanildi.

S. mutans, S. sanguis ve S. gordonii dental plak olusumunda rol almalarinin yani

sira distast olusumuna da hem aktif hem de pasif olarak katildiklar1 gosterildi.
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C. albicans’in da distasi olusumuna aktif olarak katildigi belirlendi. C. albicans
periodontal hastalikli bireylerde izole edilmesine ragmen periodontal hastaliktaki rolii
tam olarak bilinmemektedir. Ilgili mikroorganizmanin distas1 olusumunda aktif rol
alarak periodontal hastaligin ortaya ¢ikisinda rol oynadigi diisiiniilebilir.

Yaptigimiz arastirmada C. matruchotii’nin sadece pasif mineralizasyona neden
oldugu belirlenmistir. ilgili bakteri tek basma distasi olusturamamakta, olusan distast
icerisindeki kanal ve lakiinlere yerleserek dejenerasyonu sonucu distast olusumuna pasif
olarak katki saglamaktadir.

Calismaya dahil edilen periopatojen bakteriler (A. actinomycetemcomitans,
P. gingivalis, F. nucleatum) distasi olusumuna aktif ya da pasif olarak katilmamislardr.
Bu sonuca gore bu bakteriler distasi olusumu esnasinda distas1 icerisindeki kanal ve
lakiinlere yerlesmektedir. Bu yapilar igerisinde canliligini siirdiiren bakteriler distasi
icerisinden toksinlerini komsu periodontal dokulara yaymaktadirlar. Kanal ve lakiin
icerisinde canliligin siirdiiremeyip dejenere olan bakteriler ise dejenerasyonlar1 sonucu
ortaya cikan lipopolisakkarit gibi toksinler yumusak dokulara sizmaktadir. Distast
olusumunda rol almayan bu patojenler distas1 icerisinde ister canli ister cansiz olarak
yer alsin ortama toksinlerini salmakta ve periodontitise varan enfeksiyonlara neden
olmaktadirlar.

Distas1 olusumundaki etkili faktorlerin ve mekanizmalarin anlasilmasi
periodontal hastaligin tedavisinde yeni yaklasimlarin ve tedavi segeneklerinin

belirlenmesi agisindan 6nemlidir.
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6.SONUC VE ONERILER

1. Calismaya dahil edilen streptokok tiirleri (S. mutans, S. sanguis, S. gordonii)
B-2, s1v1 besiyeri ve MSB uygulama tamponu igerisinde kalsifikasyon gosterdi.

2. C. albicans B-2, B-4 ve siv1 besiyerinde kalsifikasyon olustururken MSB
uygulama tamponu igerisinde herhangi bir kalsifikasyon olusturmadi.

3. C. matruchotii kat1 ve siv1 besiyerlerinde kalsifikasyon olusturmazken MSB
uygulama tamponu igerisinde kalsifikasyon olusturdu.

4. Calismaya dahil edilen periopatojen bakteriler (A. actinomycetemcomitans,
P. gingivalis, F. nucleatum) kati, sivi besiyerlerinde ve MSB uygulama tamponu
icerisinde kalsifikasyon olusturmadi.

5. S. mutans, S. sanguis, S. gordonii distas1 olusumuna hem aktif hem de pasif,
C. albicans’in aktif, C. matruchotii’nin ise pasif olarak katildigi ortaya konuldu.
A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis ve F. nucleatum’un ise distasi olusumuna
katilmadig belirlendi.

6. Bu calisma ile bakteriyel teorinin distasi olusumundaki etkisi ortaya
konmustur. Bakteriyel kalsifikasyon mekanizmasinin anlasilmasi ve Kalsifikasyona
katilan diger bakterilerin belirlenmesi icin ileri tetkiklere ve arastirmalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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