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Agiz Florasindaki Streptokoklarin Adli Bilimlerde
Kimliklendirme Acisindan Arastiriimasi

Investigation of Streptococci in Oral Flora in Terms of Identification in Forensic Sciences
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Amag: Yeni bir calisma alani olan ve adli bilimler icerisinde mikroskobik delillerin varligindan soz edilen adli mikrobiyoloji; degisen toplumsal
yasam sonucu, suc isleyenleri tanimlamak ve masumlari korumak amaciyla, mikroorganizmalari tanimlayabilmek agisindan 6nem kazanmistir.
Yapilan bu calisma, agiz mikroflorasinda yer alan streptokoklarin cesitli objeler tizerinde olabilecegi diistiniilerek, bu mikroorganizmalarin adli
kimliklendirmede kullanilip kullanilamayacagini arastirmak amaciyla planlanmistir.

Yontem: Calismada 50 kisinin agiz, elma, sakiz ve sigara svaplari olmak tzere 200 farkli svabin besiyerine ekim islemi yapilmistir. Kisilerin
oral mikroflorasinda var olan tim mikroorganizmalar arastiriimistir. Elde edilen verilere gore, bu mikroorganizmalardan en baskin tiiriin alfa
hemolitik streptokoklar oldugu belirlenmistir. Kisilerin agiz ici floralarinda nadir rastlanan bazi mikroorganizmalarin varliginin ise o kisiyi
kimliklendirme agisindan ozel kildigi belirlenmistir. Bu durumda herhangi bir yerde, herhangi bir olayda ve herhangi bir objede biraktig isirik
izlerinde var olan mikroorganizmalarin, o kisiyi ele verecek bir delil niteligi kazandirdigini séylemek mimkiin olmustur.

Bulgular: Bu acidan suc sorusturmasinda siipheli kisilerin var olan bozunmus ya da yetersiz olan ve isirik izlerinden elde edilen DNA
prosediiriiniin islemedigi durumlarda veya genotipik yaklasimlara ek olarak tamamlayici bir sonug elde etmek amaciyla yapilan bu calisma
adli bilimlere kazandirilmistir.

Sonug: klinik acidan ve adli bilimler acisindan 6nemli olan bu bakterilere yani streptokoklara adli mikrobiyoloji acisindan farkl bir yaklasimla
kimliklendirmeye katki saglanmistir.
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ABSTRACT

Objective: Forensic Microbiology, which is a new field and mentioned about these microscopic evidences in forensic science, comes into
question in terms of defining microorganisms for protecting innocents and defining guilty as a result of changing social life. Considering that
oral microflora streptococcus might be on various objects, this study was planned to investigate whether these microorganisms could be used
in forensic identification.

Methods: In this study, 200 different swab mediums, including mouth, apple, chewing gum and cigarette swabs of 50 people, underwent the culture
growth process. All microorgnisms of the individuals in oral microfloras were examined. According to the obtained data, alpha hemolytic streptococci
was detected to be the most predominant species among these microorganisms. The presence of some rare microorganisms in individuals’ oral
floras was found to make them special for indentification. In this case, it has been possible to say that microorganisms existing in the bite mark left
in any place, in any event and in any objects will be an evidence that can cause that person to be caught.

Results: In this respect, this study, which is carried out in the case of degraded or insufficient DNA procedure obtained from the bite marks of
the suspects in the criminal investigation or in order to obtain a complementary result in addition to genotypic approaches, has been brought
to forensic sciences.

Conclusion: A contribution was made to identification with a different approach to these bacteria Streptococcus, which are important for clinics

and forensic science.

Keywords: Oral flora, Forensic Microbiology, identification, saliva

GIRIS

Adli bilimlerde sug¢ sorusturmasinin en 6nemli bolimund olay
yeri incelenmesi ve buradan elde edilen bulgular olusturur.
Adli su¢ sorusturmasinda olay yerinde bulunan ve olay ile
iliskili bircok materyal delil olabilmektedir. Gozle gorilebilir
bu delillerin yani sira; materyaller tzerinde goriinmeyen
mikroorganizmalar da delil olarak degerlendirilmektedir (1,2).
Adli bilimlerin calisma alanlarindan biri olan adli mikrobiyoloji;
degisen toplumsal yasam sonucu, suc isleyenleri tanimlamak
ve masumlart  korumak amaciyla mikroorganizmalar
tanimlayabilmek acgisindan 6nem kazanmistir. Bu acidan son
yillarda popiiler olmaya baslayan insan Mikrobiyom Projesi
(Human Microbiome Project, HMP) 2007 yilinda Amerika Ulusal
Saglik Enstitiisi (National Institute of Health, NIH) tarafindan
baslatiimistir (3).

insan Mikrobiyom Projesi, insan Genom Projesi’nin deneysel
bir devam projesi olarak gelistirilmistir. Projenin amaclari
arasinda; insan viicudunda bulunan tiim mikroorganizmalar
tanimlamak, insanlar arasindaki mikrobiyom farkliliklarini
tanimlamak ve mikrobiyomlarin hastaliklarla iliskilendirilip
iliskilendirilemeyecegini arastirmak gibi hedefler
bulunmaktadir (4).

insan viicudunda tanimlanan mikroorganizmalarin %26’si oral
florada bulunmaktadir. insan Mikrobiyom Projesi kapsaminda
ayni zamanda insan Agiz Mikrobiyom Projesi (Human Oral
Microbiome, HOM) de yiiriitiilmekte ve insan Agiz Mikrobiyom
Veritabani (Human Oral Microbiome Database, HOMD) (www.
homd.org) olusturulmaktadir. Bu sayede farkli kisilerdeki
benzer ve degisken bolgelerde, farkli zamanlardaki bakteri
topluluklarinin filogenetik agactaki uzaklik 6l¢imu analizi ve
tukarik mikrobiyomu cahsildigi zaman; bu 6zel mikrobiyota
ajanlarinin kisinin irk ve etnik kokeni ile yakindan iliskili

oldugunu gostermistir. Bu bilgi gelecekte tikurikten adli
tanimlamada yararlanabilme olasiligini gostermektedir (5).
Mikroorganizmalar her yerde bulunur ama ¢iplak gozle bakildig
zaman hicbir yerde yok gibidirler. Olay yerinde cesitli objeler
tzerinde bulunabilecegi gibi kisilere ait biyolojik kanitlar
tizerinde veya kisilerin bedenleri tizerinde bulunabilmektedir.
Son vyillarda yapilan calismalarda, insan bedeni ytizeyindeki
bakteri topluluklarinin tespitinin, adli bilimlere yeni bir
bakis acisi  getirebilecegi gosterilmistir.  Kisiler, viicutlari
tizerindeki bolgelerde kendilerine o6zgii mikroorganizmalar
tasirlar.  Mikroorganizmalarin olay yerinde bulunabilecegi
biyolojik kanitlar ise; tikirik, kan, semen gibi serolojik sivilar
olabilmektedir. Mikroorganizma icerigi acisindan zengin
ve biyolojik bir sivi olan tukuriagin biriktigi isirik izlerinin
ozellikleri tipki parmak izleri gibidir ve ikizlerde bile farklilik
tasimaktadir (6,7).

Dislerin etki ettikleri yizeylerdeki degisim, bozulma ve
birakilan izler; 1sink izleri olarak tanimlanir. Adli olgularin
incelenmesinde 1sirik izleri, olay yerinde; cinsel saldirlarda,
cocuk istismarinda ve kisisel savunma gibi olgularda
gorilebilmektedir. Adli olgularda genellikle isirik izleri, magdur
veya failin tizerinde olmasi durumunda 6nem kazanmaktadir.
Bazi olgularda 1sirik izleri yiyecek ve cansiz materyaller
tizerinde de bulunabilmektedir. Bu durumda isirik izleri, olay
aydinlatma ozelligi acisindan buylk 6nem tasimaktadir. Isirma
eylemi sirasinda dislerin materyal tzerinde biraktigi izlerde
tukurik salgisi da birikmektedir. Bu 6zelligi acisindan tikarik
olay olgusu incelemelerinde biyolojik bir delil olarak kategorize
edilir (6,7).

Isirtk izleri su¢ kapsaminda meydana geldiginde; adli
bilimcilere, fiziksel ve biyolojik kanitlar saglamaktadir. Isirik
izleri olay yerinde; herhangi bir objede olabildigi gibi magdur
veya suclu kisilerin vicutlarinda bulunabilmektedir. Isirik
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izlerinde ayni zamanda; bir viicut sekresyonu olan tukurik
birikebilmektedir (8-12).

Tukuruk, icerisinde cesitli mikroorganizmalar barindiran
kompleks bir vicut sivisidir. Agiz mikroflorasi acisindan
bakildiginda tukuriuk icerisinde oransal olarak en fazla
bulunan mikroorganizma streptokok tiirleridir (13). Calismada;
oral mikroflorada var olan streptokoklari, tanimlayip
isirilan objeler (elma, sakiz, sigara vb.) deki streptokoklarla
karsilastirarak; bu mikroorganizmalarin adli kimliklendirme
acisindan kullanihp kullanilamayacaginin  tespit edilmesi
amaclanmaktadir. Bu calisma sonucunda olay yerinden elde
edilen deliller tzerindeki 1sirik izinden elde edilen, biyolojik
bir delil olan tiikirigin icinde var olan mikroorganizmalarin,
kanitlanmasi esasina dayanarak suc sorusturmasina yeni bir
bakis acisi kazandirilmasi hedeflenmektedir. Ayni zamanda
agiz mikroflorasi icinde var olan ve popilasyonda sadece
o kisiye ait mikroorganizmalarin tespit edilmesi; kisilerin o
poptlasyonda diger bireylere gore mikrobiyolojik acidan fark
olusturup olusturmayacaginin arastiriimasi da hedeflenmistir.

Cahismada kullanilan ornekler, istanbul Universitesi Adli
Tip Enstitlisti cahsanlar ve ogrencileri arasindan gonlli 50
kisiden toplanmistir. Tum gonalluler bilgilendirilmis gonlli
onam formunu imzalayarak calismaya dahil olmustur. Her bir
gondilliden ilk once agiz iclerinden svaplar alindi. Daha sonra;
bu kisilerden modil yiyecek ornegi olarak elma isirmalari,
modil ¢igneme materyali olarak sakiz ¢cignemeleri ve modil
obje olarak sigara izmaritini agizlarinda belli bir stre (~3-
4 dk) tutmalan istendi. Kisilerin isirdiklari elma dzerindeki
isirik izlerinden, cignedikleri sakiz tizerinden ve agizlarinda
tuttuklan sigara izmaritinden ayri ayri svaplar alindi. Alinan
svaplar herhangi bir kontaminasyonu onlemek amaciyla steril
kaplar icerisine alindi ve soguk zincir korunarak laboratuvar
ortamina tasinmistir.

Alinan tim orneklere sirasiyla fenotipik identifikasyon
incelemeler ile konvansiyonel mikrobiyolojik kiltir analiz
yontemleri uygulandi. Gonulli kisilerden steril kosullarda
alinan svap ornekleri, hazirlanan Koyun Kanli Agar, Cikolatali
Agar ve Endo Agar besiyerlerine azaltma yontemi uygulanarak
ekildi. Ekim yapilan besiyerleri, 37°Cde 24-48 saat etiive
alindi. Uygun hazirlanan preparatlar, fiksasyondan sonra Gram
boyama prosediiriine tabi tutuldu. Boyanmis preparatlara, 100x
biyutmede immersiyon yagi damlatilarak; 1sik mikroskobunda
mikroorganizmalarin morfolojileri Gram pozitif ve Gram
negatif olmalari agisindan incelenmistir.

Kullanilan onemli biyokimyasal metabolik testler ile bakteriler
genel gruplara ayirildi. Gram pozitiflerin ayriminda 6nemli
bir rol oynayan Katalaz testi, mikroorganizmalarda bulunan
katalaz enzimi, hidrojen peroksiti, su ve hidrojene ayirir.
Tepkime sirasinda gaz cikisi olusmasina dayanan bir testtir.

Butun stafilokoklar katalaz enzimi Uretirken; streptokok tiirleri
katalaz enzimi tretemez. Bu durumda streptokoklar katalaz
negatif olarak degerlendirildi. Basitrasin ve Trimetoprim/
sulfametoksazol testi, besiyerindeki stipheli streptokok kolonisi
secilerek, kanli agar besiyerinin tim ytizeyine ekimi yapildi.
Ticari olarak satilan diskleri besiyerinin ortasina yerlestirildi
ve 37°Cde 24 saat etlive alinarak, olusturduklari zon capi ile
duyarhliklari degerlendirildi.

Optokin duyarhlik testi, besiyerinde streptokok stiphesi tasiyan
koloni secilerek oze yardimi ile koyun kanli besiyerinin tim
ylizeyine yogun bir sekilde ekimi yapildi. Ticari olarak satilan
optokin diski kolonilerin ortasina yerlestirildi ve 37 °Cde 24 saat
ettive alindi ve disk cevresindeki zon ¢api degerlendirildi. Ayrica
ticari identifikasyon sistemleri olan API 20 Strep ve RapID STR
tayin seridi, biyokimyasal sekerlerin enzimatik aktivitesi ya da
fermantasyonunun belirlenmesi icin substratlar iceren mikro
tuplerden olusmaktadir. Bu aktivitelerin olusup olusmamasi
durumlarinda; kit icerigindeki veri tabanindan yararlanilarak,
orneklerde bulunan mikroorganizmalarin identifikasyon tayini
yapildi.

Istatiksel Analiz

Ayrica, Veriler SPSS versiyon 22 programinda istatiksel olarak;
agiz, elma, sakiz ve sigara ortamlarinda alfa hemolitik Streptokok
plak gelisim ytizdelerinin beta hemolitik Streptokok, Koagiilaz
Negatif Staphylococcus (KNS) ve Nesseria sp. bakterilerinin
plaklara gore dagihm yizdeleri ile karsilastirmasi bagimli
gruplar igin ki-kare testi ile yapilarak degerlendirildi.

Calismaya; yaslari 20-63 olan %52’si erkek %48'i kadinlardan
olusan 50 farkl kisi katiimistir. Bu kisilerden; agiz, elma, sakiz,
sigara modil materyalleri olmak tzere 4 farkli svap ornegi
alinarak; toplamda 200 svap érneginin, 3 ayri besiyeri plagina
ekimleri sonucunda gozlenen mikroorganizma tirleri ve
oranlari belirlenmistir.

Toplamda 50 kisiden alinan, 50 modil plakta gozlenen
mikroorganizma tirleri ve oransal olarak yiizdeleri Tablo 1'de
verilmistir. Calismada 50 kisiden, 4 farkli materyal tizerinden
alinan svap orneklerinin besiyeri plaklarina ekilmesiyle
streptokok disinda tireyen mikroorganizma tiirlerine ait veriler
grafik haline getirilmistir (Sekil 1).

Sekil 2’de ise; modil materyallere gore tireme gosteren sadece
streptokoklarin alfa ve beta hemolotik tirleri ve 50 kisiden
alinan materyallerde bulunma sikhiginin dagihmi gosterilmistir.
istatistiksel veri analiz yontemleri ile agiz, elma, sakiz ve
sigaradan alinan orneklerde, plak gelisme orani en yiiksek
bakteri olan alfa hemolitik Streptokok’larin plak gelisme
oranlar beta hemolitik Streptokok, KNS ve Nesseria sp.
ylzdeleri ile karsilastirildi. Elde edilen sonuclara gore; elma
tizerinden alinan orneklerde KNS plak tGreme orani ile alfa
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hemolitik Streptokok tireme orani arasinda fark goriilmezken 3
(2= 2.793, df: 1, p>0,05), diger tim karsilastirmalarda alfa -
hemolitik Streptokok tireme orani, dort ortamda da, diger (¢ e
bakteriden anlamli derecede yiiksek bulundu (Sigarada KNS
icin %2=5.260, p<0,05; diger tim karsilastirmalar p<0,001). = l
bl

TARTISMA : |
Adli bilimlerin alt dallarindan biri olan adli mikrobiyoloji, ° ow‘;o o
sucluyu tanimlamak  amaayla, mikroorganizmalari &8 & ¥
tanimlayabilmek icin olduk¢a ©nemlidir. Ayrica insan &°
viicudunun farkli bolgelerinde bulunan mikroorganizmalar, WAB: WENS WSk (mIgara

birbirinden farkli oldugundan, adli biyolojik kanitlarin doku  seii 1. Streptokoklar disinda tireyen mikroorganizma tiirlerinin
kaynagini belirlemek icin ek arastirma degerde elde edilebilir. modl materyallere gore dagilimi

Dolayisiyla insan mikrobiyomu suclara karisan, Kkisileri
tanimlamak icin kullanilabilecek dahil ya da dislamak hedef
olabilir (6). 50

e 3 SF KR S

60

40 -

Bu calismada; 1sink izlerinin sadece fiziksel ozelliklerini
incelemenin yani sira biyolojik ozelliklerine de mikrobiyolojik
acidan degerlendirmek istenildi. Boylece var olan isirk 20:9
izlerini DNA uygulamalarina tamamlayici bir calismayla daha 10 |
gorundr ve kesin deliller olarak bakmamizi saglayacak yeni o
bir pencere agmak hedeflenmistir. Bu agidan son zamanlarda Agz Eima sakiz Sigara
mikrobiyolojiye yeni yaklasimlar getiren; insan Mikrobiyom
Projesi, insan Genom Projesi'nin deneysel bir devam projesi
olarak gelistirildi. Bu proje ile viicutta tim bolgelerin kendine
ait bir mikrobiyotaya sahip oldugu gosterilmistir (5). Mikrobiyal Sekil 2. Streptokok tiirlerinin modiil materyallere gore dagilimi

30

m B- Hemolitik

m a- Hemolitik

Tablo 1. Gozlenen mikroorganizma tiirleri ve plaklara gore dagilimi

Svap alinan ornek modiiller

Agiz modulu Elma modiili Sakiz modiilii Sigara modiilu
Mikroorganizma tird Plak sayisi | Oran Plak sayisi | Oran Plak sayisi Oran Plak sayisi | Oran
Alfa Hemolitik Streptokok 45 plak %90 30 plak %60 40 plak %80 24 plak %48
Beta Hemolitik Streptokok 7 plak %14 4 plak %8 5 plak %10 4 plak %8
KNS (Koagiilaz Negatif Stafilokok) 33 plak %66 21 plak %42 17 plak %34 13 plak %26
Neisseria sp. 21 plak %42 8 plak %16 16 plak %32 6 plak %12
Micrococcus sp. 5 plak %10 4 plak %8 6 plak %12 4 plak %8
Candida ssp. 3 plak %6 2 plak %4 3 plak %6 1 plak %2
Bacillus sp. 2 plak %4 2 plak %4 3 plak %6 - -
Streptococcus pneumoniae 7 plak %14 8 plak %16 4 plak %8 3 plak %6
Staphylococcus saprophyticus 5 plak %10 6 plak %12 1 plak %2 1 plak %2
Sarcinia sp. 4 plak %8 4 plak %8 3 plak %6 3 plak %6
Staphylococcus aureus 2 plak %4 8 plak %16 1 plak %2 5 plak %10
Peptostreptococcus sp. - - - - 1 plak %2 - -
E.coli sp. 5 plak %10 2 plak %4 1 plak %2 - -
Enterecoccus sp. 1 plak %2 - - - - - -
Toplam plak 50 plak 50 plak 50 plak 50 plak
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parmak izlerimiz ilerleyen bilgimizin gilizel bir ornegidir.
Projenin amaclarn arasinda; insan viicudunda bulunan
tum mikroorganizmalari tanimlamak, insanlar arasindaki
mikrobiyom farkliliklarini tanimlamak ve mikrobiyomlarin
hastaliklarla iliskilendirilip iliskilendirilemeyecegini arastirmak
gibi hedefler bulunmaktadir (7,12-14).

Mikroorganizmalar, olay yerinin gortinmeyen fakat ortaya
cikarldiginda dogru sonuca ulastiran kictik canhlardir.
Buradan yola cikarak 1sirik izlerinde biriken tukdrik
orneklerinin - mikrobiyolojik acidan ortaya koydugumuz
zaman adli bilimlere, adli mikrobiyoloji acisindan katki
saglayacagini dustinmekteyiz. Elde edilen verilere gore;
bu mikroorganizmalardan en baskin tir olarak Tablo
T'de goruldigi gibi alfa hemolitik streptokoklar oldugu
soylenebilmektedir. Bunun disinda farkli tirlerin agiz florasinda
bulunmasi yaptigimiz laboratuvar tarama sonuclarina gore ve
literattir calismalarda da benzer olarak; kisilerin beslenme,
yas, cinsiyet, restoratif dislerde olusan galvanik akim, agiz ici
pH degeri, yabanci cisim 1sirma aliskanhg gibi cesitli sartlardan
kaynaklandigini diisiinmekteyiz (13-16).

Tablo 1'deki verilere gore tim plaklar incelendiginde en
yogun mikroorganizma iceren oOrnekler, agiz svaplarinin
ekildigi plaklar olmaktadir. Daha sonra ise kisilere; yaklasik
3-4 dk. cignetilmis sakizlardan alinan svaplarin ekildigi plaklar
gelmektedir. Sonrasinda kisilerden; isirilmasi istenen sert ve
mevsim dahilinde olan elmalardaki isirik izlerinden alinan
svaplarin ekildigi ornekler gelmektedir. Son olarak en az
yogunlukta mikroorganizma bulunduran ornekler ise; sigara
izmaritinden alinan svaplarin ekildigi érnekler olmustur. Bu
durum, materyalin agizda ne kadar sire tutuldugu ve agizin
hangi anatomik yapilarina degdirildigi ile yakindan iliskili
oldugunu gostermektedir. Bilindigi lizere sakizi cignemek icin;
dil, dis, damak, dudaklar gibi tim agiz ici yapilar bu eyleme
dahil olmaktadir ve sakizin yumusamasi icin gecen stire, diger
materyallere gore daha fazla olmaktadir. Bu nedenle agiz ici
var olan mikroorganizma florasini oldukca fazla bir sekilde
uzerinde tasidigini gostermektedir.

Tim bu mikroorganizmalar arasindan calismanin asil amaci
olan streptokoklara goz atacak olursak; kisilerden alinan tim
orneklerde, ayni hemoliz (/) tipinde olmak kosuluyla, genel
olarak varhigi saptanmuistir. Yani agiz svabinin ekildigi plakta
gozlenen bir alfa hemolitik streptokok ayni sekilde elma, sakiz
ve sigara svaplarinin ekildigi plaklarda da gozlenmistir. Bu
durum bize streptokoklarin izledigi yayilmaci stratejiyi avantaja
cevirmemize olanak saglamaktadir.

Soyle ki oral mikroflorasini bildigimiz bir kisinin herhangi bir
objede biraktigi isirik izlerinde var olan mikroorganizmalari
tespit ettigimizde o kisiye ulasma sansimizi artirmis
olabileceginin bir gostergesi olarak degerlendirilebilecegini
distnuldi.

Bu calismada agiz mikroflorasinda var olan streptokoklari
pahali ve farkli ekipmanlar gerektiren genotipik tanimlamanin
aksine; fenotipik ve morfolojik ozelliklerinden yararlanarak
tanimlamak ve tanimlanan bu canlilarin kisilere 6zgi
materyallere  bulasip  bulasmadigini  kontrol  ederek
kimliklendirme amaclanmistir. Hedefimize gore; gercekten
de oral mikro florada var olan streptokoklar kisilerin biraktigi
isirik izlerindeki tukuriikte birikiyor ve isirik izini kisiye
ozel olabilecegini bize gostermektedir. Ayrica diger oral
floradaki nadir bulunan mikroorganizmalar bize kisinin diger
kisilere gore ne kadar o6zgtin ve karakteristik oldugunu ifade
etmektedir.

Mikrobiyota profilleri, kisilerin nerelerde bulunduklarini ya da
kimlerle temas ettigi ile ilgili, kisileri sorusturma asamasinda
dislama veya dahil etme acisindan kullanilabilmektedir.
insan viicudunda vyasayan ve kisilerin temas ettikleri
nesnelere bulasabilen bu mikrobiyal topluluklarin, yakin
tarihli calismalarda; bireyler arasinda giiclii farkhliklar ortaya
konulmustur. Bu durum bireylerin benzersiz mikrobiyal
parmak izlerine sahip olabilecegini gostermistir.
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Bu calismada yer alan istatiksel hesaplamalarda desteklerini
esirgemeyen Istanbul Universitesi Adli Tip ve Adli Bilimler
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Etik

Etik Kurul Onayi: Bu calisma icin Helsinki Bildirgesi kriterleri
goz ontinde bulundurulmustur.

Hasta Onayi: Tum gondlliler bilgilendirilmis gonalli onam
formunu imzalayarak ¢alismaya dahil olmustur.

Danisman Degerlendirmesi: ic danismanlarca degerlendirilmistir.
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