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OZET

Bu calismada; Kirsehir Ahi Evran Universitesi Egitim ve Arastirma
Hastanesine basvuran yas araligi 18-45 arasinda degisen, menopoza girmemis,
herhangi bir dogum kontrol yontemi ile korunmayan ve 3 ay siire igerisinde antibiyotik
kullanmamis saglikli 60 kadinin vajinal bolgelerinden siiriintli 6rnekleri alinarak izole
edilmis olan Laktik asit bakterileri (LAB) kullanilmigtir. 16S rDNA dizi analizine gére
yapilan tanimlama sonucunda, seg¢ilen 20 adet izolatdan 7 farkli tiir elde edilmistir.
Calismamizda en sik goriilen tiirii %25 oranla L. plantarum olustururken, bu susu %20
oranla L. rhamnosus ve L. paracasei, %15 oranla P. acidilacitici ve %5 oranla L.
gasseri, L. acidophilus, L. crispatus ve Lactobacillus spp. suslar1 takip etmektedir.
Tanimlanan suglarin in vitro kosullarda cesitli probiyotik 6zellikleri arastirilmistir.
Degisik pH kosullarinda (2.0, 2.5 ve 3.0) asitlige en direngli suslar P. acidilactici L6,
L. rhamnosus L8, L. plantarum L9, P. acidophilus L11, L. rhamnosus L15 ve L.
plantarum L18 olarak tespit edilmistir. Yiiksek safra tuzu konsantrasyonlarinda (%0.3,
%0.5 ve %1.0 ) L. plantarum L9, L. plantarum L16, L. plantarum L18, L. plantarum
L19 ve L. plantarum L21 suslari canliliklarini koruyabilmistir. Suslarin antimikrobiyal
aktivitelerinde ozellikle tedavide kullanilan antibiyotikler i¢in yiiksek direnglilik
diizeyleri tespit edilmis olup gentamisin, tobramisin ve amikasin antibiyotiklerine
karst biitlin suslarin  direngli oldugu goriilirken vankomisin ve teikoplanin
antibiyotiklerine ise suslarin %80’nin direngli oldugu tespit edilmistir. LAB’nin

antagonistik aktivitelerini belirlemek i¢in 19 farkli patojen mikroorganizma



kullanilmis ve suslarin genel olarak patojenlere karsi inhibitor etki gosterdigi
belirlenmistir. Suslarin kolesterol asimilasyon kapasitelerinin belirlenmesi amaciyla
yapilan ¢alismada en yiiksek kolesterol asimilasyonu yapan suslarin %39.65 oranla L.
gasseri L10 ve L. paracasei L20 suslar1 oldugu tespit edilmistir. Otogregasyon
calismasinda, 4. saatin sonunda L. plantarum L16 susunun %85.2 oranla en yiiksek
otoagregasyon kapasitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Koagregasyon ¢alismasinda ise
E. coli ATCC 25922 ile en iyi koagregasyon yapan susun %47.32 oran ile L. plantarum
L9, C. albicans ATCC 10231 ile en iyi koagrege olan susun da %52.05 oran ile L5
susu oldugu belirlenmistir. Vajinal LAB’nin HeLa (Human servikal kanser hiicre hatt1)
ve Caco-2 (insan kolon karsinoma hiicre hatti) kanser hiicre hatt1 {izerindeki
antiproliferatif etkisinin belirledigi ¢alismada ise L. paracasei L1, L. rhamnosus L8,
L. rhamnosus L12, L. rhamnosus L13 ve L. plantarum L19 suslarinin 6nemli bir
antiproliferatif etki yarattig1 gézlemlenmistir. Sonug olarak izole edilen suslarin pek
¢ogunun probiyotik potansiyele sahip oldugu, 6zellikle L. plantarum L9 ve L16
suslarinin tek basina veya diger Lactobacillus suslari ile birlikte oral ya da vajinal

preparasyonlarin tiretiminde kullanilabilecek olasi adaylar oldugu diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Laktik asit bakterileri, vajinal mikroflora, probiyotik, HeLa,
Caco-2
Sayfa Adedi: xiv+169
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RESOURCES VAGINA LACTIC ACID BACTERIA
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Esin KIRAY

Ahi Evran University

Institute of Sciences

ABSTRACT

In this study,the isolated Lactic acid bacteria (LAB) which were gathered by
taking swab samples from the vaginal areas of 60 healthy women who applied to
Kirsehir Ahi Evran University Training and Research Hospital, who were between the
ages of 18 and 45, who did not go through menopause, who did not carry out birth
control with any contraceptive method, and had not use antibiotics within 3 months
were used. As a result of the identification that was done according to 16S rDNA
sequence analysis, 7 different species were obtained from 20 selected isolates. In our
study, L. plantarum was the most frequently seen species with the rate of %25, and
this strain was followed by the strains of L. rhamnosus and L. paracasei with 20%, by
P. acidilacitici with 15%, and by L. gasseri, L. acidophilus, L. crispatus and
Lactobacillus spp. with %5. Various probiotic properties of the identified strains were
investigated at in vitro conditions. At different pH conditions (2.0, 2.5 and 3.0), the
strains that were resistant to the acidity at the highest level were identified as P.
acidilactici L6, L. rhamnosus L8, L. plantarum L9, P. acidophilus L11, L. rhamnosus
L15, and L. plantarum L18. L. plantarum L9, L. plantarum L16, L. plantarum L18, L.
plantarum L19 and L. plantarum L21 strains were able to protect their vitality in high
bile salt concentrations (0.3%, 0.5%, and 1.0%). High levels of resistance were

determined in antimicrobial activities of strains, in particular for the antibiotics that



are used in therapy; and against gentamicin, tobramycin and amikacin antibiotics all
strains were found to be resistant, while they were found to be 80% resistant to
vancomycin and teicoplanin antibiotics. 19 different pathogenic microorganisms were
used in order to determine antagonistic activities of LAB, and it was determined that
strains generally have an inhibitory effect against pathogens. In the study that was
carried out to determine the cholesterol assimilation capacities of the strains, it was
determined that the strains that assimilate cholesterol in the highest rate were L. gasseri
L10and L. paracasei L20 strains with the rate of 39.65%. In the autoaggregation study,
at the end of the 4" hour, L. plantarum L16 strain was found to have the highest
autoaggregation capacity with the rate of 85.2%. In the coaggregation study, it was
determined that the strain that makes the best coaggregation with E. coli ATCC 25922
was L. plantarum L9 with the rate of 47.32%, and the strain that makes the best
coaggregation with C. albicans ATCC 10231 is the L5 strain with the rate of 52.05%.
In the study that the antiproliferative effect of vaginal LAB on HeLa (human cervical
cancer cell line) and Caco-2 (Human Colon Carcinoma Cell Line) cancer cell line was
identified, it was observed that L. paracasei L1, L. rhamnosus L8, L. rhamnosus L12,
L. rhamnosus L13 and L. plantarum L19 strains create an important antiproliferative
effect. As a result, it is considered that most of the isolated strains have probiotic
potential; and that, L. plantarum L9 and L16 strains, alone or in combination with
other strains of Lactobacillus, are the potential candidates that can be used for the

production of oral or vaginal preparations.
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1. GIRIS

Saglikli kadmlarin vajinal mikrofloralar1 tipik olarak anaerobik ve aerobik
mikroorganizmalarin  ¢esitliliginden olusmaktadir. Bu vajinal mikroflorada
Lactobacillus cinsine ait bakteri tiirleri baskin olarak bulunmasinin yaninda
Leuconostoc spp, Pediococcus spp., Streptococcus spp. ve Weisella spp. gibi laktik
asit bakteri (LAB) grubuna ait diger tiirlerde bulunabilmektedir!. Vajinal mikroflora;
yas, cinsel aktivite, menstiiral dongii, hamilelik, sigara, gevresel kosullar, ekzojen
hormonlar, dogum kontrol haplarinin kullanimi, gebelik 6nleyici aletlerin kullanimu,
hijyen kosullar1 (vajen dusu) ve yabanci cisimler (tampon) gibi faktorlerin etkisi

sonucu degisebilmektedir?®4,

Vajinal mikroflorada baskin olarak bulunan Lactobacillus cinsi tiyeleri, vajinal
bolgede oncelikle tirettikleri laktik asit, asetik asit, ketoglutarik ve melonik asit gibi
organik asitler ile diisik pH ortamii saglayarak patojenik mikroorganizmalarin
gelisimini inhibe etmeleri, mikro pilileri ile vajinal epitel hiicrelerdeki reseptorlere
yapismalart  ve koagregasyon yetenekleri ile patojen mikroorganizmalarin
baglanmalarin1 engelleme gibi yetenekleri ile vajinal mikroflorada koruyucu rol
tistlenirler. Buna ek olarak organik asitler, hidrojen peroksit (H202), karbondioksit
(CO2), diasetil, asetaldehit, reuterin, bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri
antimikrobiyal bilesikler lireterek patojen ve kontaminant organizmalarin gelisimlerini

inhibe eder ve cogalmalarini kontrol altina alirlar>®”’,

Son yillarda LAB’leri irogenital enfeksiyonlardan korunma, tedavi ve hastalik

semptomlarmi azaltmak igin cesitli probiyotik iiriinler kullanmilmaya baslanmistir™®,

Probiyotikler yeterli miktarda tiiketildiklerinde insan ve hayvan sagligina
yararlt olan, canli mikrobiyal gida iiriinleri olarak tanimlanmaktadir. En yaygin
kullanilan probiyotik bakteriler arasinda Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirleri yer

almaktadir®.



Probiyotik karaktere sahip olabilecek bir mikroorganizmanin gerek
kullanilacag: gida sanayisindeki teknolojik yonleri, uygulanabilirligi ve dayaniliklig
gerekse hedef tiiketicinin saglhigi lizerinde yaratacagi olumlu etkiler temel alinarak bir
takim secim kriterlerini tasimas1 gerekmektedir®. Bu kriterlerin basinda suslarimn insan
orjinli olmasi, asit ve safra tuzlarina kars1 direng gosterebilmeleri ve gastrointestinal
sistemde canliliklarin1 uzun siire siirdiirebilmeleri gelmektedir. Ayrica suslarin
bagirsak mukozasina ve epitel dokulara baglanabilme yeteneginin olmasi da 6nemli
bir probiyotik se¢cim kriteridir. Suslarin antimikrobiyal maddeler {iretme,
antibiyotiklere karsi dire¢ gosterebilme ve patojenleri inhibe edebilme kabiliyeti de

istenen ozellikler arasindadir®.

Urogenital enfeksiyonlar her yil yaklasik olarak bir milyon kadin1 etkilemekte
ve oldukga fazla saglik bakim masraflarina sebep olmasinin yaninda yeni dogan ve
kadinlarda yiiksek morbidite ve mortaliteye de neden olmaktadir!2. Bu enfeksiyonlarin
tedavisinde antibiyotiklerin yaygin olarak kullaniminin vajinal mikrofloranin
bozulmasina, idrar yolu enfeksiyonlarina sebep olan antibiyotiklere direngli bakteri
sayisinin artirmasina ve doloyisiyla yiiksek mali giderlere sebebiyet vermesinden
dolay1 son yillarda korunmada etkili olabilecek antibiyotik olmayan alternatif
yontemlere ihtiyag duyulmaktadir. Bu baglamda bilim insanlar1 tarafindan
Lactobacillus igeren probiyotik kapsiillerin ya da vajinal oviillerin alternatif
olabilecegi diistiniilmekte ve listiin probiyotik 6zelliklere sahip suslarin detayl tanisi

{izerine galismalar devam etmektedir'®41°,

Bu dogrultuda planlanan doktora tez ¢alismasinda; Kirgehir bolgesinde saglikli
kadinlarin vajinal mikroflorasindan izole edilen LAB’nin asit ve safra toleranslari,
antagonistik ve antimikrobiyal aktiviteleri, laktik asit ve H20- iiretim kabiliyetleri,
otoagregasyon ve koagregasyon yetenekleri, Kkolesterol giderimleri, itiroepitelyal
hiicrelere baglanma kapasiteleri gibi evrensel kriterler kullanilarak probiyotik
Ozelliklerinin arastirilmasi, ayrica HeLa [Human Cervical Carcinoma Cell (insan
servikal kanser hiicresi)] ve Caco-2 [Human Colon Carcinoma Cell Line (insan kolon
karsinoma hiicre hatti1)] hiicreleri tizerindeki anti-proliferatif etkisinin belirlenmesi

amaclanmaktadir.



Ulkemizde vajen probiyotikleri ile ilgili sinirl sayida ¢aligma mevcuttur ve
evrensel diizeyde bize ait probiyotik bir organizma bulunmamaktadir. Bu nedenle
potansiyel probiyotik karakterlere sahip tiirlerin belirlenmesine ihtiya¢ vardir. ileride
yapilacak kapsamli projelerin baslangi¢ asamasini olusturacak olan c¢alismamiz,
tirogenital  enfeksiyonlarin  tedavisinde etkili  olabilecek yeni probiyotik
formiilasyonlar gelistirilmesine katki saglayabilecek suslarin belirlenmesine yonelik

olmasi agisindan kayda deger olacag: diisiintilmektedir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. VAJINAL MiKROFLORA

2.1.1. Vajinal Mikrofloranin Tarihgesi

Vajinal bolgenin normal bakteriyel florasi ilk olarak Alman jinekolog
Ddoderlein tarafindan 1892 yilinda tanimlanmistir. Doderlein vaginal floranin homojen
oldugunu ve sadece Gram (+) basiller i¢erdigini belirtmistir'®, bu basilleri daha sonra
‘Doderlein  basilleri’ olarak isimlendirmistir'’. Doderlein basilleri ningimdiki
Lactobacillus cinsinin iiyeleri oldugu bilinmektedir. Bu basiller yapilan ¢aligmalarda
Acidobacterium doederleini, Bacillus lactis, Bacillus vaginalis, Bacillus vaginalis
longus, Lactobacills acidophilus, Lactobacillus doderlein ve Plocamobacterium
vaginae gibi farkli isimlerle tanimlanmistir’®, Daha sonra bu bakteriler 1901°de
Beijerinck tarafindan smiflandirilarak giiniimiizde de kullanilan Lactobacillus adini
almistir. Insan vajinasmin normal florasinda ¢ogunlukta gériilen mikroorganizmalarin

Lactobacillus cinsi bakteriler oldugu bildirilmistir!>%,

1898 yilinda Kroing hamile kadinlarin vajinal bolgesinde hareketli gubuklarin
normal olarak ortaya ¢iktigmi ifade etmistir?’. Bu muhtemelen bugiin Mobiluncus
olarak bilinen bakterinin ilk tanimidir?®>. Ondokuzuncu yiizyilin sonuna dogru Menge
ve Kronig (1899)%2 vajinadan ilk olarak Lactobacillus’lar disinda anaerobik
organizmalari izole etmistir. Curtis, 1923 yilinda kadinlarda beyaz akint1 sendromu
olarak isimlendirilen vajinal akinti sendromunu tanimlamis ve vajinada bulunan
anaerobik koklar1 ve Gram degisken difteroid c¢ubuklar1 bu sendromla
iliskilendirmistir. Curtis bunun yaninda ¢esitli kiiltiir teknikleri kullanilarak lohusa
hummasi hastaligina sahip olan bir kadindan siyah pigmentli kanca seklinde anaerobik

bakteriyi izole etmeyi basarmugtir?425:26,

1921 yilinda Schrdder vajinal degisiklikleri ti¢ farkl sekilde degerlendirmistir.
Birinci degerlendirmede Lactobacillus’larin hakim oldugunu, ikincisinde diger

bakteriler ve Lactobacillus’larin karisik halde oldugunu ve {igiinciisiinde ise



Lactobacillus’larin  olmadigini belirtmistir. Bu degerlendirme, Trichomonas ve
Candida enfeksiyonlar1 disinda vajinite sebep olan spesifik ajanlar1 tanimlamanin

miimkiin olmadig1 durumlarda vajinit etkenini tanimlamada kullanilmistir?’.

Bu ¢aligmalara ragmen pek ¢ok arastirmaci saglikli kadinlarda bu sendroma bir
tek organizmanin sebep olabilecegine inanmislardir. Bunun iizerine Gardder ve Duke,
1955 yilinda yaptiklar1 ¢alismada vajinitli kadinlardan Haemophilus vaginalis ismini
verdikleri kii¢iik Gram negatif bir mikroorganizma tanimlamislar ve o zamanlar non-
spesifik vajinit olarak adlandirilan hastaliga bu mikroorganizmanin neden oldugunu

diisiinerek bu enfeksiyona Haemophilus vajiniti adin1 vermislerdir?®2°,

1960 yilinda Rogosa tarafindan yapilan ¢aligmada 21-40 yas gurubu arasinda
bulunan 21 kisiden alinan vajinal siirtintii (swap) 6rneklerinden 35 Lactobacillus susu
elde edilmis ve bu izolatlarin 21 tanesinin biyokimyasal ve serolojik testlere gore
tanimlamasi yapilmistir. Calisma sonucunda 21 izolatin 14 tanesinin L. acidophilus, 2
tanesinin Lactobacillus casei var. rhamnosus ve 2 tanesinin de Lactobacillus fermenti

oldugu belirtilmistir®,

Greenwood ve Picket’in 1980’1lerde, Haemophilus. vaginalis’in katalaz negatif
oldugunu ve hiicre duvarinda arabinoz igermedigini kanitlamalarinin ardindan DNA
rekombinasyon ¢aligmalari sonucu bu organizmanin Corynebacterium olamayacagi ve
ayri bir tiir oldugunun anlagilmasi {izerine bu mikroorganizma ile H. vaginalis
baglantisin1 ilk kuran kisi olan Dr. H. L. Gardner amisina “Gardnerella”olarak

adlandirdiklar1 yeni bir cinse dahil etmislerdir3®3L,

Durieux ve Dublanchet bakteriyel vajinitli kadinlarin vajinal sekresyonlarinda
kivrik, anaerobik ¢omak seklinde yeni bir mikroorganizmadan bahsetmis ve kanca
seklinden ve hareketli olusundan 6tiirii “Mobiluncus” admni vermislerdir®?. Tiim bu
veriler 1s18inda hastaligin adi bir kez daha degismis ve anaerobik vajinit terimi
kullanilmaya baslanmistir®***. 1984 yilindan sonra bu hastaligin vajen duvarinda
enflamatuvar yanit ve l16kosit artisina yol agmaksizin vajinal akinti yaptiginin fark

edilmesi ve vajinit teriminin artmis vajinal lokosit diizeyini ifade etmesi sebebiyle



enflamatuvar bir yanit olusturmayan polimikrobiyal 6zellikte bir hastalik oldugunu

daha iyi ifade eden “Bakteriyel Vajinozis” ad1 kullanilmaya baslanmistir®,

2.1.2. Vajinal Mikrofloranin Ozellikleri

Insan viicudunda yerlesik bulunan dogal flora; hormon seviyesi, immiin cevap,
beslenme sekli, ila¢ kullanimi (antibiyotik, antiviral, antifungal, kortikosteroid),
hastalik (kontrolsiiz diyabet, AIDS) ve yaslanma durumu gibi ¢esitli nedenlere baglh
olarak degisebilir. Vajinal mikroflora da g¢evresel kosullar, mikrobiyal tiirler arasi
rekabet ya da kommensalizim, menstiiral dongii, hamilelik, dogum kontrol haplarinin
kullanimi, gebelik Onleyici aletlerin kullanimi, hijyen kosullar1 (vajen dusu) ve
yabanct cisimler (tampon) gibi faktorlerin  etkisi ile de degisiklik
gdsterebilmektedir®>%, Genetik varyasyonlarm vajinal mikroflora yapisini nasil
etkiledigi bilinmemekte, ancak dogustan gelen bagisiklik sisteminin normal
sinyalizasyonunu bozan genetik polimorfizmlerin daha az saglikli flora ile iliskili

olabilecegi diisiiniilmektedir®.

Saglikli bir kadmin vajinal mikroflorasi, tipik olarak farkli aerobik ve
anaerobik mikroorganizmalardan meydana gelmektedir. Lactobacillus’lar en yaygin
ve sayica baskin olan mikroorganizmalardir ve menopoz oncesi saglikli kadinlarin
vajinal sivisinda 10'-10% CFU/g Lactobacillus bulunmaktadirt®®.  Vajinal
mikroflorada bulunan Lactobacillus tiirleri arasinda L. acidophilus, L. crispatus, L.
iners, L. jensenii, L. gasseri, L. plantarum, L. rhamnosus bunu takiben, L. brevis, L.
casei, L. delbrueckii, L. fermentum, L. reuteri, L. salivarius ve L. vaginalis tiirleri
saglikli kadinlardan izole edilen en sik goriilen tiirlerdir®’. Vajinal mikroflorada
Lactobacillus’lar dogumdan sonra 24 saat icinde kolonize olmakta ve kolonizasyonlari
oliime kadar kalmaktadir. Bayanlarin vajinal mikroflorasinda Lactobacillus tiirlerinin

hi¢ olmamasi ise anormal kabul edilmektedir3®,

Yapilan calismalarda farkli cografik bolgelere, irk ve etnik duruma gore
kadinlarin vajinal sistemlerinin kompozisyonunda Lactobacillus tiirlerinde bireysel

farkliliklar gozlenmistir. Saglikli asemptomatik kadinlarin vajinal mikrofloralarinda



Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus ve Weisella gibi laktik asit iireten diger
bakteri gruplarida bulunmaktadir?*. Ravel vd. (2011)*° Kuzey Amerika’da yasayan 4
farkli etnik grup (beyaz, siyah, Ispanyol ve Asya’l1) iizerinde yapmis oldugu ¢alismada
ayni bolgede yasayan dort farkli etnik grup arasinda vajinal mikrofloranin farkli
oldugunu bildirmistir. Buna ek olarak Jin vd. (2007)* Uganda ve Kore’de yaptiklar:
calismada vajinal mikroflorada LAB genusunun disinda Leuconostoc spp.,
Pediococcus spp., Streptococcus spp. ve Weisella spp. gibi tiirleri de izole etmislerdir.
Saglikli bir vajinal mikroflorada siklikla izole edilen bakteriler Tablo 2.1°de yer

almaktadir.

Yasa bagli olarak vajinal mikroflorada goriilen degisiklikler dort farkli donem
olarak incelenmektedir. Bu donemler neonatal dénem (yenidogan donemi),
prepubertal donem (ergenlik 6ncesi donem), postpubertal donem (ergenlik sonrasi
donem) ve postmenopozal donem (menopoz sonrasi donem) olarak incelenmektedir.
Dogumun ardindan bebegin vajinal mikroflorasinda bulunan Lactobacillus’lar puberte
(ergenlik donemi) donemi olarak bilinen doneme kadar vajinal mikroflorada
bulunmamaktadir. Lactobacillus’larin olmadigi bu donemde floray1 S. epidermidis Gr
(+) ve Gr (-) koklarla, Gr (-) koliform basiller olugturmaktadir. Puberte ve postpubertal
donemde ise vajinal mikroflorayr basta Lactobacillus’lar olmak {izere Bacteroides,
Clostridium, Listeria, Mycoplasma, Peptostreptococcus ve Streptococcus cinsleri ile
Gardneralla vaginalis tiirii olusturmaktadir. Postmenopozal donem ise hormonlarin
etkisi ile vajinal mikroflora tekrardan Lactobacillus’lar yoniinden yoksun hale

gelmekte ve karisik bir bakteri floras:t meydana gelmektedir®!,



Tablo 2.1. Saglikl1 vajinal mikroflorada en sik izole edilen bakteri tiirleril’?

Fakiiltatif anaerob bakteriler

Gram-pozitif Gram-negatif
Lactobacillus acidophilus Escherichia coli
Lactobacillus brevis Enterobacter agglomerans
Lactobacillus casei Enterobacter aerogenes
Lactobacillus crispatus Enterobacter cloacae
Lactobacillus delbrueckii Klebsiella pneumoniae
Lactobacillus fermentum Morganelle morganii
Lactobacillus gasseri Proteus mirabilis
Lactobacillus iners Proteus vulgaris

Lactobacillus jensenii
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus vaginalis
Streptococcus viridans
Staphylococcus epidermidis
Enterococcus faecalis

Zorunlu anaerob bakteriler

Gram-pozitif Gram-negatif

Eubacterium spp. Fusobacterium necrophorum
Peptococcus niger Fusobacterium nucleatum
Peptostreptococcus anaerobius Prevotella bivia

Prevotella melaninogenica
Veilonella spp.

Vajinal epitel hiicrelerinde &strojen hormonunun uyarisiyla bol miktarda
glikojen sentezlenmektedir. Lactobacillus’lar muhtemelen ergenlik doneminde bol
miktarda salginan glikojenin etkisinden dolayr vajinanin en baskin florasini
olustururlar®?, Ureme dénemindeki kadinlarda dolasimdaki &strojenlerin yiiksek
seviyeleri, vajinal epitelde glikojen birikimine neden olur ve artan glikojen,
Lactobacillus tiirleri gibi glikozu fermente eden mikroorganizmalarin biiyiimesini
destekler®. Vajina liimenindeki epitel hiicreler de bulunan glikojen Lactobacillus’lar
tarafindan metabolizma edilerek laktik asit olusturulur ve sonugta vajinal pH’da asidik
bir ortam meydana gelir*®. Menopozda, Sstrojen seviyesinin azalmasidan dolay

vajinal epitel hiicrelerinde kérelme ve kuruma goriiliir. Ostrojen seviyesi azaldiginda



vajinal epitel hiicrelerde glikojen igerigi de azalmakta ve bu da Lactobacillus’larin
sayisinin azalmasina sebep olmaktadir. Vajinal pH’nin 3.8-4.2 arasinda olmasinin
sebebi Lactobacillus’larin ¢ogunlukta olmasidir. Lactobacillus sayisinin azalmasi
durumunda glikoz laktik aside doniistiiriilemez ve vajinal pH yiikselir. Bu nedenle
vajinal mikrobiyal ekosistem ile kadinlarin viicut Ostrojen seviyeleri arasinda

dogrudan bir iliski vardir*.

Dusik pH ortami vajinal mikroflorada bulunmayan ve patojen olan
organizmalarin ¢ogalmasini ve kolonizasyonunu Onlemesi agisindan oldukca
onemlidir. Yani patojen mikroorganizmalarinin g¢ogalmasit diisik pH degerinin
olusmasinda 6nemli olan Lactobacillus’larin kontrolii altindadir. Endojen floranin
asir1 cogalmasi ya da disaridan viicuda giren bir mikroorganizma tarafindan vajinal
ekosistemin bozulmasi sonucunda vajinitler gelismektedir. Lactobacillus’larin bu rolii
ozellikle hamilelik siiresince vajinal enfeksiyonlarin sebep olabildigi erken dogum ve

dogum 6ncesi komplikasyonlar1 énleme acisindan da biiyiik nem tagimaktadir.

Vajinal mikroflorada yerlesik bulunan yararli mikroorganizmalar bakteriyel
vajinit, Uriner sistem enfeksiyonlari, maya vajiniti ve cinsel yolla bulasan

hastaliklardan korunmada onemli rol oynamaktadir®>4,

Vajinit, vajinanin
iltihaplanmasidir ve bakteriyel vajinozis (BV), wvulvovajinal kandidiyazis ve
trikomonas yaygin goriilen vajinit enfeksiyonlaridir. Her y1l diinya ¢apinda yaklasik
5-10 milyon kadin vajinit enfeksiyonu sikayeti ile hastanelere basvurmaktadir. BV,
vajinal mikroflora dengesinde goriilen vajinal pH'nin artmasi, Lactobacillus sayisinin
azalmasi ve fakiiltatif ve anaerobik bakteri sayisinin ve tipinin artmast ile karakterize
edilen bir degisim olarak tanimlanmaktadir. BV nin ayn1 bolgede ve hatta benzer niifus
gruplarinda tilkeden iilkeye genis farklilik gostermesine ragmen yayginligi % 8 -75
araliginda oldugu tahmin edilmektedir*’. Diger yandan Lactobacillus’larin vajinal
mikroflorada olmamasi durumunda bakteriyel ve aerobik vajinit gibi c¢esitli
enfeksiyonlarin gelismesinin yaninda gonore (bel soguklugu), klamidya, sifiliz
(frengi), trikomonas, insan immun yetmezlik viriisii (HIV), insan papilloma viriis

(HPV) ve herpes simpleks viriis (HSV-2) gibi cinsel yolla bulasan hastaliklarin

gelisimi de tetiklenebilmektedir. Saglikli kadinlara kiyasla bakteriyel vajiniti bulunan



kadinlarin vajinal mikroflorasinda Atopium vaginae, Bacteroides spp., Clostridium
spp., Gardnerella vaginalis, Megasphera spp., Mobiluncus spp., Mycoplasma
hominis, Prevotella spp. ve Peptostreptococcus spp. gibi suslarin daha yaygin

goriildiigii bildirilmistir®.

Herhangi bir enfeksiyonu olmayan saglikli kadinlarin vajinal mikroflora
kompozisyonu giinden giine de degisiklik gosterebilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda
ard arda alinan vajinal kiiltiirler ya da servikal smearlar (rahim agz1 siiriintiileri)
incelendiginde bazi kadinlarin vajinal mikroflorasinda gegici degisiklikler olabildigi
gibi 6nemli farkliliklar da oldugu gozlemlenmistir. En ¢ok stabil olmayan zaman
araliginin kadinlarin mensturasyon zamanlarinda ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Ancak
bu degisiklige sebep olan faktoriin sadece mensturasyon zamaninin mi oldugu yoksa
baska bir etkenin mi oldugu tam olarak bilinmemektedir*?. Menstural déngii siiresince
glikojen ve hormonlarin seviyesi degisirken, menstural kan vajinal pH’nin
degismesine sebep olmakta ve menstural dongiiniin 2 ve 14. giinleri arasinda vajinal
pH 4.2-6.6 arasinda degisiklik gostermektedir. Bu durum pek ¢ok bakteri ve mayalarin
gelismesi igin ortam hazirlamaktadir*®. Yinede menstiiral dongiiniin proliferatif fazi
boyunca Lactobacillus olmayan tiirlerin sayisuinda artis goriilse de dongii siiresince
vajinal Lactobacillus’larin seviyesi sabit kalmakta ve iiretilen laktik asit vajinal pH’ nin

asitlesmesine katkida bulunmaktadir®.

2.2. LAKTIK ASIiT BAKTERILERININ GENEL OZELLIKLERI

Gram pozitif basil ve koklardan olusan laktik asit bakterleri (LAB) gurubu
Firmicutes filumuna ait ¢esitli bakteri cinslerinden olusmaktadir. LAB fakiiltatif
anaeorob veya mikroaerofilik mikroorganizmalardir. Katalaz enzimleri olmaksizin
aerobik  kosullarda  gelisebilirler®. Katalaz negatif, spor olusturmayan
(Sporolactobacillus inulinus disinda) sitokromdan yoksun ve hareketsiz (bir iki
ayricalik gosteren iiye disinda) olan bu grubun oOnemli cinsleri arasinda
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera,
Leuconostoc,  Melissococcus,  Oenococcus,  Pediococcus,  Streptococcus,

Tetragenococcus, Vagococcus ve Weisella yer almaktadir®!°L,
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Bu bakteri grubu; kok, ¢omak, tetra formasyon ve ovoid sekilde bulunabilirler.
LAB gelisme sicakliklart bakimindan termofil ve mezofil 6zellik gostermektedir. 10-
45°C aras1 sicakliklarda, yiiksek tuz konsantrasyonlarinda gelisme, asit veya alkaliyi

tolere etme yeteneklerine sahiptirler®,

Su ve toprakta hemen hemen hig rastlanilmayan bu bakteri grubuna ait ¢esitli
cins ve tiirler siit ve siit liriinlerinde, bitki ve bitki atiklarinda, insan ve diger canlilarin
sindirim sistemlerinde rastlanabilir®®. Bu bakteri gruplarma ayrica dis ve agiz
boliimiinde, nadiren idrar yollarinda ve lokal efenksiyonlarda da rastlanabilir. Saglikli

kadinlarm vajinal mikroflorasinda ise dominant olarak bulunmaktadirlar®.

LAB gram pozitif bakteriler arasinda diisiik diizeyde guanin ve sitozin (G+C)
oranina sahip olan bir bakteri grubudur ve bu grup i¢inde yer alan bakterilerin genom

biiyiikliikleri genel olarak 1.8-3.4 Mbp (mega base pairs) arasinda degismektedir®.

LAB karbonhidrat fermantasyonu sirasinda son iiriin olarak laktik asit iireten
bir bakteri grubudur ve laktatin sentezinde rol alan Laktat dehidrogenaz (LDH)
enzimine sahiptirler. Genel olarak organik asitler, hidrojen peroksit, karbondioksit
(CO2), diasetil, asetaldehit, reuterin, bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri
antimikrobiyal bilesikler lireterek patojen ve kontaminant organizmalarin gelisimlerini

inhibe eder ve cogalmalarii kontrol altina alirlar®’.

LAB’nin karbohidrattan tiretmis oldugu laktik asit, asetik asit, ketoglutarik ve
melonik asit gibi organik asitler vajen ve bagirsak pH’sii diistirmekte ve bu diisiik pH

ortamu zararl bakterilerin ortamda yasamasina engel olmaktadir™®.

Fermantasyon sonucu ana iirlin olarak laktik asit iireten bu bakteriler sitokrom
icermemekte ve elektron tagima sistemi tagimamaktadir. Bu nedenle LAB’de enerji
eldesi yalnizca substrat diizeyinde fosforilasyon ile gergeklestirilmektedir. LAB laktik
asit fermantasyonu sonucunda olusturduklari iiriinlerin cinsine gére Homofermentatif

LAB ve Heterofermentatif LAB olmak iizere iki gruba ayrilirlar®.
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Bu ayirim sekerlerin temel yikim yollarindaki farkliliktan kaynaklanmaktadir.
Homofermantatif yol: Homofermantatif LAB (Orn. Lactobacillus casei)
glukozu, Fruktoz Di Fosfat (FDP) yolu ile pargalayarak fermantasyon sonucu % 99
oraninda laktik asit, % 1 oraninda diger bilesikler meydana gelir. Vajen
mikroflorasindaki LAB’nin hemen hemen tiimiiniin homofermantatif tipte laktik asit

bakterisi oldugu bildirilmistir®®.

CeH1206 —> 2(CHs-CHOH-COOH) (Laktik Asit)

Heterofermantatif yol: Heterofermantatif LAB’nin (Orn. Lactobacillus brevis)
glikozu Hegzos Mono Fosfat (HMF) yolu ile birden ¢ok nihai iiriine fermente
etmesidir. Fermantasyon sonucunda % 70 oraninda laktik asit {iretilirken % 30
oraninda da asetik asit, etanol, formik asit, karbon dioksit gibi yan {irlinler

olusturulur®®,

CsH1206 —» CH3-CHOH-COOH + CO>

LAB’nin tanimlanmasi ve karakterizasyonu endiistriyel ve bilimsel acidan
gittikge daha fazla nem kazanan bir konu haline gelmistir. LAB’nin tanimlanabilmesi
ve karakterizasyonu amaciyla morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik ozellikleri ile
antibiyotik duyarliliklart ve faj tiplerinin belirlenmesini ve serolojik olarak
tiplendirilmelerini igeren klasik yontemlerin yani sira gliniimiizde Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR), Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), Amplifiye
(¢ogaltilmis) ribozomal DNA Restriksiyon Analizi (ARDRA), Pulsed Field Jel
Elektroforezi (PFGE), Sodyum Dodesil Siilfat- Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) ve DNA Dizi Analizi (Sequencing Analysis) gibi molekiiler biyoloji
tekniklerinden de yararlanilabilmektedir. Son yillarda, LAB’nin tiir ve suslarinin
filogenetik pozisyonlarinin belirlenmesinde daha giivenilir oldugu diisiiniilen 16S
ribozomal RNA’dan da yararlanilmaktadir. Bu yontemlerin herbiri bakteri izolatlarini
cins, tiir, alttiir ve sus diizeyinde siniflandirmaya, tanimlamaya ve karekterize etmeye

yonelik yontemler olup 16S rRNA gen bolgesinden elde edilen fragmentlerin dizi
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analizin Lactobacillus tirleride dahil olmak tzere tiim bakteri tirlerinin

belirlenmesinde kullanilan en giivenilir molekiiler tekniklerden biridir®®.

2.2.1. Lactobacillus Cinsi Bakterilerinin Genel Ozellikleri

Lactobacillus cinsi bakteriler genellikle diiz ya da hafif kivrik, ¢ubuk (basil)
sekilli bir morfolojiye sahiptir. Kokobasil tiirleride mevcuttur. Hiicreleri tek tek ya da
zincir seklinde bulunur. Gram-pozitif, katalaz negatif, spor olusturmayan genellikle
hareketsiz, anaerobik, mikroaerofilik ya da fakiiltatif anaerobik mikroorganizmalardir.
Lactobacillus biyokimyasal ve fizyolojik 6zellikleri agisindan oldukga fazla ¢esitlilik

iceren iiyelere sahip bir cinstir®.

Lactobacillus tiirleri gelisebilmeleri i¢in aminoasit, peptit, tuz, niikleik asit
tiirevi vitamin, yag asidi veya yag asidi esterleri ile fermente edebilecekleri besin
maddelerine ihtiya¢ duyarlar. Bu mikroorganizmalar fermentasyon sonucu laktik asit
tirettikleri i¢in ortamin pH’sin1 3.2-3.5’e kadar diistirebilirler. Bu nedenle de aside

dayamikli mikroorganizmalardir®,

Lactobacillus cinsi bakterilerin elektron mikroskop goriintiisiinde hiicre duvart,
sitoplazmik membran, ribozomlar ve niikleer (kromozomlar ve plazmidler)

elementlerden olustugu goriilmiistiir®*2.

Hiicre duvari; LAB’nin gram pozitif hiicre duvar yapis1 20-40 nm kalinliginda
temelde peptidoglikan, lipoteikoik asit, protein ve polisakkaritlerden olusmaktadir.
Hiicre duvarinin i¢ katmani peptidogklikan ag1 ve iki kisa peptit baglari ile ¢apraz
baglanmis N-asetil muramik asit ve N-asetil glikoz amin birimlerinden olusur.
LAB’nin hiicre duvarindaki peptidoglikan tabakasi ¢esitli katmanlar ile kaplanmistir.
Bu katmanlarin en Onemlileri lipoteikoik asit, asidik polisakkarit ve yiizey

proteinleridirt®©2,

Bakteri hiicre duvan ile ilgili polisakkaritler ve LAB’nin ekstraselliiler

polisakkaritleri notral ya da asidiktir. Teikoik asit hiicre duvarinin negatif yiikiinden
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ve antijenik karakterinden sorumlu olup, ribitol fosfat veya gliserol fosfat
polimerlerinden olusmaktadir. Probiyotik karakterdeki Lactobacillus tiirlerin bagirsak
ve epitel hiicrelere baglanma yeteneginin teikoik asit ve lektin benzeri maddelerden
kaynaklandig: bilinmektedir®®. Pek ¢ok Lactobacillus tiirlerinde en bol bulunan yiizey

proteinleri S-layer proteinleridir®:6264,

Sitoplazmik  membran;  sitoplazmik membranda  peptidoglikanlarin
ekstraselliiler polimerizasyonu igin gerekli enzimler bulunur ayrica fosfotransferaz

enzimi ile aktif tasima yapilmaktadir®:,

Ribozomlar; LAB’de ribozomlar 70S tipindedir, 70S, 50S biiyiik ve 30S kiigiik
olmak tizere iki alt tiniteden olusur. 50S’ lik alt birim 5S rRNA ve 23S rRNA ile
yaklagik 35 ¢esit protein; 30S’ lik kiigiik alt birim ise 16S rRNA ve 25 farkli protein
icerir®:62,

Plazmid: LAB ¢ok sayida plazmid igermektedir. LAB’nin ¢ok sayida plazmid
icermeleri ve bunlardan bazilarinin konjugasyon yoluyla diger bakterilere
aktarabilmesi, bu bakteri plazmitlerine olan ilgiyi daha da artmistir. Plazmidler,
antibiyotik direnci, virulens 6zellik veya ¢esitli metabolik aktiviteler, ekzopolisakkarit
ve antimikrobiyal madde sentezi gibi fenotipik Ozelliklere dair genler tasimalar

acisindan biiyiik 5nem tasimaktadir®,

2.2.2. Lactobacillus’larin Vajen Mikroflorasindaki Onemi

Normal sartlarda Lactobacillus tiirlerinden olusan vajinal mikroflora, saglikli
kadinlar1 genital ve tirogenital infeksiyonlardan korumada ve vajinal mikrofloranin
dogal dengesinin korunmasinda onemli rol oynamaktadir. Vajinal mikroflora bu
koruma gorevini farkli mekanizmalar ile iistlenmektedir. Oncelikle Lactobacillus cinsi
bakteriler tarafindan tretilen laktik asitin diisik vajinal pH ortami saglamasiyla
potansiyel patojenik mikroorganizmalarin  gelisimini ~ Onlemektedir.  Ayrica
Lactobacillus’larin hidrojen peroksit, diasetil, inhibitor enzimler, bakteriyosin ve

bakteriyosin benzeri antimikrobiyal maddeleri tiretmeleri, mikro pilileri ile vajinal
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epitel  hiicrelerdeki  reseptorlere  yapisarak  patojen  mikroorganizmalarin
baglanmalarin1 engellemeleri, Lactobacillus’larin koagregasyon yetenekleri ile
patojen mikroorganizmalarin vajinal epitel hiicrelerine baglanmasini 6nleyen yiizey

baglama proteinleri bulundurmalart diger koruyucu mekanizmalardir®206°,

Bu mekanizmalarin hepsi patojenik mikroorganizmalarin gelisimini inhibe
etmeye katkida bulunmaktadir. Vajinal mikroflorada degisiklikler olmasi ve
Lactobacillus’larin olmamasi durumunda saglikli kadinlar arasinda siklikla bakteriyel

vajinit goriilmektedir®.

Uzun siireli yapilan ¢aligmalar Lactobacillus’larin  olmadigi vajinal
mikrofloraya sahip bazi kadinlarda tekrarlayan asemptomatik enfeksiyonlarin
oldugunu ve kadmlarin biiyiik ¢ogunlugunda da haftalar ya da aylar iginde ciddi
semptomlara sebep olabilen vajinal enfeksiyonlarin ve tiriner sistem enfeksiyonlarinin

tekrarladigini gostermektedir®®.

Uriner sistem infeksiyonlar1 her yil milyonlarca kadmi etkilemektedir ve bu
durum yillik milyarlarca dolar toplumsal maliyetlere sebep olmaktadir. Uriner sistem
infeksiyonlarina yakalanan kadinlarin dortte birinden fazlasi alt1 ay i¢inde tekrarlayan
enfeksiyonlara yakalanmaktadir. Tedavi i¢in antibiyotiklerin yaygin olarak ve
diizensiz kullanimi idrar yolu enfeksiyonlarina sebep olan antibiyotiklere direncli
bakteri sayisini artirmaktadir. Bu nedenle son yillarda korunmada etkili olabilecek
antibiyotik olmayan yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Profilaktik antibiyotik
kullanim1 diginda {iriner sistem enfeksiyonlarin 6nlenmesi icin birkag¢ se¢enek vardir.
Bu baglamda bilim insanlar1 tarafindan Lactobacillus iceren probiyotik kapsiillerin
potansiyel bir alternatif olabilecegi diisiiniilmekte ve bu konu ile ilgili klinik ¢aligmalar

devam etmektedirt31415,
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2.2.3. Probiyotikler

2.2.3.1. Probiyotiklerin tamim ve tarihcesi

Yasam icin, canli i¢in anlamma gelen probiyotik kelimesi, Yunanca
dantiiretilmistir. Probiyotik kavrami ilk olarak Nobel 6diillii Rus bilim adami Elie
Metchnikoff’un 1908 yilinda yapmis oldugu c¢alismalar neticesinde farkindalik
kazanmigtir. Yaslanma {izerine ¢aligmalarini siirdiiren arastirmaci Katkas ve Bulgar
koyliilerinin uzun Omiirlii olmalarini, kdyliilerin ¢ok fazla miktarda fermente siit
riinlerini  tiiketmelerine  baglamigtir.  Metchnikoff fermente siit iriinleri
tilketimininbagirsak florasinin olumsuz etkilerini ortadan kaldirilabilecegini ve
boylece insanlarin daha uzun siire yasayabileceklerini bildirmistir. Alman arastirmaci
Ferdinand Vergin 1954 yilinda yasamin saglikli gelismesi igin gerekli olan canli

organizmalar i¢in “probiotika” terimini &nermistir®,

Vergin’in Onerisinin diginda veteriner kdkenli Lilly ve Stillwellilk kez 1962
yilinda bu yararli mikroorganizmalar i¢in “probiyotik™ terimini dnermis ve bu terim
giiniimiize kadar gelmistir. Probiyotik kelimesi bugiin kullanildig1 anlam ile ilk kez
1974 yilinda Parker tarafindan, hayvan yemlerinde yer alan ve konak¢inin bagirsak
flora dengesinin diizenlenmesi ve gelismesini tesvik eden maddeleri ve organizmalari
tanimlamak i¢in kullanilmistir®®®°, Bu yeni kavram &zellikle ingiliz mikrobiyolog Rol
Fuller tarafindan incelenmis ve caligmalarini daha ¢ok LAB {izerine yogunlagtirmistir.
Fuller 1989 yilinda probiyotikleri, konak¢inin “bagirsak mikrobiyal dengesini

giiclendiren canli mikrobiyal katki maddeleri” olarak ifade etmistir®™,

Avrupa Birligi’nin katkilar1 ile 1995°de Bruksel’de diizenlenen probiyotik
konulu uzmanlar toplantisinda ise probiyotigin tanimi; sagliga koruyucu etki gosteren,
sindirim, iireme ve solunum sistemleri lizerinde yararli etkileri olan, canli, bir ya da
birka¢ belirli mikroorganizma tarafindan olusan kiiltiirler olarak tanimlanmustir.
Giiniimiizde ise daha genel bir kavram ile yeterli oranda tiiketildiklerinde insan ve
hayvan saglhigma katki saglayan yararli, canli mikrobiyal gida igerikleri olarak

tanimlanmaktadir®.
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2.2.3.2. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar

LAB probiyotik mikroorganizmalarin en 6nemli grubunu olusturmaktadir.

Bunlarin igerisinde Lactobacillus tiirleri en yaygin olarak kullanilan probiyotik

mikroorganizmalardir®. Bazi1 bakteri cinsleri ile kiif ve maya tiirleri de probiyotik

karaktere sahip tiirler arasinda yer almaktadir. Tropikal bir meyvenin kabugundan

izole edilen Saccharomyces boulardii’nin probiyotik 6zelliklerine sahip oldugunun

kesfedilmesi buna bir 6rnektir®®. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalarin

listesi Tablo 2.2.’de gosterilmistir.

Tablo 2.2. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar’"?

Lactobacillus tiirleri L. acidophilus, L. brevis, L. bulgaricus,
L. casei, L. cellobiosus, L. crispatus,
= L. curvatus, L. delbrueckii, L. fermentum,
% L. gasseri, L. helveticus, L. johnsonii, L. lactis,
ﬁ L. paracasei, L. plantarum, L. reuteri,
8 L. rhamnosus, L. salivarius, L. sporogenes
= | Pediococcus tiirleri P. acidilactici, P. cerevisiae, P. pentosaceus
_; Streptococcus tiirleri S. salivarius, S. cremoris, S. diacetilactis,
%’ S. intermedius, S. lactis, S. thermophilus
-1 | Leuconostoc tiirleri L. mesenteroides ssp. mesenteroides
Lactococcus tiirii L. lactis
Propionibacterium tiirleri  P. freudenreichii, P. shermanii
Bifidobacterium tiirleri B. adolescentis, B. animalis, B. bifidum,
B. breve, B. infantis, B. lactis, B. longum,
B. thermophilum
o Bacteriodes tiirleri B. amylophilus, B. capillus, B. ruminicola,
= B. suis
&0 | Bacillus tiirleri B. coagulans, B. lentus, B. licheniformis,
= B. pumilus, B. subtilis
Aspergillu stiirleri A. niger, A. oryzae
Saccharomyces tiirleri S. cerevisiae, S. boulardii
Candida tiirii C. torulopsis
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2.2.3.3. Prebiyotikler ve sinbiyotikler

Prebiyotikler, ince bagirsakta sindirilmeden direkt olarak kalin bagirsaga
gecen, secici olarak probiyotiklerin bagirsakta gelisiminin ve aktivitelerinin artmasini
saglayan, dolayisiyla probiyotiklerin saglik icin yararli etkilerini artiran gida
bilesenleridir. Iniilin, frukto-oligosakkaritler, —galakto-oligosakkaritler, soya-
oligosakkaritler ~ve izomalto-oligosakkaritler =~ prebiyotik olarak  kullanilan

tirtinlerdendir’®.

Probiyotiklerin ve prebiyotiklerin birlikte kullanilmasi ile olusturulan tiriinlere
ise sinbiyotik denilmektedir. Tek bir {irlindeki bu kombinasyon ile probiyotik
bakterilerin yasam siiresi uzamakta ve kolonda daha iyi kolonize olmalar
saglanmaktadir. Sinbiyotik {iriinlerde ki amag, hem ince bagirsak i¢in, hem de kalin
bagirsak i¢in faydali bir ajan elde etmektir. Yapilan in vitro ¢alismalarda sinbiyotik bir
iriiniin yalniz basina uygulanan prebiyotik ya da probiyotik {iriine gore daha avantjh
oldugu goriilmektedir’*™. Bu konu ile ilgili yapilan bir calismada B. breve, L. lactis
ve prebiyotik olarak oligo-alternan igeren bir sinbiyotik karisimin, yalniz basina
kullanilan LAB’den daha fazla etkili oldugu ve kolon kanser hiicrelerinin gelisimi

{izerinde inhibitdr etkiye sahip oldugu belirtilmistir’®.

2.2.3.4. Probiyotik mikroorganizmalarda aranan ozellikler

Her mikroorganizma probiyotik degildir ve bir mikroorganizmanin probiyotik
olarak kullanilabilmesi i¢in oncelikli olarak deneysel ve klinik ¢aligmalarla o
mikroorganizmanin probiyotik 6zelliklerinin  belirlenmesi  gerekmektedir. Bu
calismalarin iki temel asamasi vardir. Birinci asama probiyotik susun taksonomik
olarak siiflandirilmasi ve sahip oldugu 6zelliklerin belirlenmesidir. ikinci asama ise
secilen probiyotik tiirlerin etki mekanizmalarmin ayrintil bir sekilde gosterilmesidir’’.
Etki mekanizmalar1 daha iyi anlasildikca ve kontrollii ¢aligsmalarla ayn1 genetik yapiya
sahip suslar arasindaki farkliliklar tam olarak ortaya konuldukga, suslara 6zgii tahmin

edilen probiyotik etkiler kanitlanmis olacaktir®.,
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Probiyotik se¢im kriterlerinde en ¢ok istenen Ozellik suslarin asit ve safra
tuzlarina kars1 direng gosterebilmeleri ve gastrointestinal sistemde canliliklarint uzun
stire siirdlirebilmeleridir. Bagirsak mukozasmna baglanma yetenegi de Onemli
probiyotik se¢im kriterlerinden biridir. Ciinkii suslarin  bagirsak mukozasina
tutunabilmesi  kolonizasyonu  igin  gerekli  olmakla  birlikte  patojen
mikroorganizmalarin tutunmasi ve kolonizasyonun engellenmesi ag¢isindan da
onemlidir. Bunun yaninda fenotip, genotip ve plazmit stabilitesi, epitel dokulara
tatunabilme yetenegi, antimikrobiyal maddeler iiretmesi, antibiyotiklere kars1 direg
gosterebilmesi, patojenleri inhibe edebilme kabiliyeti de istenen Ozellikler
arasindadir'?. Ticari uygulamalarda kullanilabilecek probiyotik bir adayin se¢im

kriterleri Tablo 2.3.’de belirtilmistir.

Probiyotik karakterleri belirlenmis susun klinik denemelerinin yapilmis ve
kanitlanmis olmasi ve susun veya {irliniin minimum etki dozunun belirlenmesi ve

plasebo kontrollii, ¢ok tekrarli canli denemelerinin gerceklestirilmesi gerekmektedir.

Tablo 2.3. Ticari uygulamalarda kullanilabilecek probiyotik adaylarin se¢im
kriterleri®.

eInsan orjinli olmali
Giivenlik Kriterleri *Patojenik ve toksijenik olmamali
*Antibiyotiklere kars1 direngli olmal

*Genetik olarak stabil olmali
*Fajlara kars1 direngli olmal
Teknolojik kriterler eIsleme ve depolama  siiresince  canliligin
koruyabilmeli
*Biiyiik dlcekli liretimleri saglanabilmeli

*Mide asidi safra ve pankreatik enzimlere kars1 direngli
Fonksiyonel olmal
kriterler *Mukozal yiizeylere baglanabilmeli
*Epitel dokulara tutunabilmeli

«Immiin cevabi stimiile edebilmeli
*Patojenik mikroorganizmalara kars1 antagonistik
aktivite gosterebilmeli
Istenilen fizyolojik *Antimikrobiyel bilesikler tiretebilmeli

ozellikler *Kolesterol asimilasyonu saglayabilmeli
*Laktozu metabolize edebilmeli
*Antimutajenik ve antikarsinojenik olmali
*Metabolik aktiviteyi olumlu etkilemeli
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2.2.3.5. Probiyotiklerin etki mekanizmalari

Probiyotik mikroorganizmalar, bagirsak sisteminde ve vajinal mikroflorada
mikrobiyal dengeyi diizenleyerek pek ¢ok yararl etki gostermektedir. Probiyotiklerin

bu yararl etkileri 3 temel mekanizma iizerinden gerceklesmektedir’®8081:82,

1. Patojen mikroorganizmalarin sayilarimi azaltmak

e Antimikrobiyal bilesikler tiretmek (probiyotikler, laktik asit, hidrojen peroksit,
diasetil, bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri maddeler iireterek gram pozitif
ve gram negatif mikroorganizmalar ilizerinde etkili olurlar).

e Besin maddeleri ve diger biiylime faktorleri igin patojen bakteriler ile rekabet
etmek

e Kolonizasyon bolgeleri i¢in patojen mikroorganizmalar ile rekabet etmek

e Patojenlerin inhibisyonu i¢in epitel yiizeyinde asit pH’y1 devam ettirmek

2. Mikrobiyal metabolizmay (enzimatik aktiviteyi) degistirmek

e Sindirim sistemini diizenleyen enzimlerin aktivasyonunu saglamak

e Amonyak, amin veya zararli toksik madde iireten enzimlerin tiretimini
azaltmak ve inhibisyonunu saglamak

e Bagirsak duvari fonksiyonlarmni iyilestirmek

3. Bagisiklik sistemini iyilestirmek

Antikor diizeyini artirmak

Makrofaj aktivitesini artirmak

Son yillarda probiyotik bakteriler ve bu bakterilerin insan ve diger canlilar
lizerindeki yararli etkilerinin arastirildigi calismalar hiz  kazanmistir®. Yapilan
calismalar neticesinde de probiyotiklerin dogrudan ya da dolayli olarak saglik
tizerindeki olumlu etkilerinin sayisi her gegen giinartmakta ve klinikte kullanim
alanlarina bir yenisi eklenmektedir. Ancak yine de hangi patojenlere ve hastaliklara
kars1 hangi probiyotiklerin etkili oldugunun tam olarak belirlenmesi i¢in daha fazla

calismanin yapilmasi gerekmektedir. Probiyotiklerin deneysel veriler 1s18inda
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kanitlanmis saglik tizerindeki yararh etkileri ve muhtemel etki mekanizmalar1 Tablo

2.4’de siralanmustir.

Tablo 2.4. Probiyotiklerin yararli etkileri ve muhtemel etki mekanizmalari

41,68,82,84

Probiyotiklerin
saghk iizerine
yararh etkileri

Probiyotiklerin etki mekanizmalari

-Organik asitler (laktik asit, asetik asit vd.) ve antimikrobiyal

Urogenital bilesikler (H202, ~ bakteriyosin  vd.) {reterek patojen
enfeksiyonlar1  bakterilerinin gelisimini engellemek.
onleme - Uriner ve vajinal bélge hiicrelerine baglanmak.
- Koagregasyon yetenegine sahip olmak.
-Besinler ve reseptorler agisindan patojen bakteriler ile rekabet
etmek.
-Bagirsak sisteminde patojenler i¢cin uygun olmayan kosullari
Patojen saglamak (pH, kisa zincirli yag asitleri ve bakteriyosinler vd.).
bakterilere kars1 -Cesitli ylizey proteinleri ile patojenleri mukozal yiizeyden
direng uzaklagtirmak.
-Mukus tiretimini artirmak.
-Antitoksin maddeler tiretmek.
- Bagirsak florasi tlizerinde yararh etki saglamak.
-Bagirsak florasinin kompozisyonunu degistirmek.
Bagirsak -Mukozal ve sistemik immiin aktiviteyi artirmak.
sisteminin -Epitel hiicrelerinin yasam siirelerini artirmak.
diizenlenmesi  -Bariyer biitlinliiglinii saglamak.
-Bagirsak bakterilerinin asir1 cogalmasini engellemek.
-Sekretuvar IgA salinimini artirmak.
Bagisikhik -B lenfo§it yal.)m.lfr'u artirmak.
. .. -Fagositik etkinligi artirmak.
sisteminin . -Apoptoz sayisini artirmak.
diizenlenmesl

-Dendritik hiicre fonksiyonunu modiile etmek.
-Anti- enflamatuvar sitokin yapim ve salinimini artirmak.

Antikanserojenik
etkide bulunmasi

-Kolonda fizikokimyasal sartlarin degistirilmesini saglamak
(zararh bakterilerin gelisiminin engellenmek, fekal safra asidi
seviyesini azaltmak ve kolonik kriptlerde cogalmay1 azaltmak).
-Mutajenleri baglamak ve mutajenik bilesiklerin emilimini
azaltmak.

-Anti-kanserojenik ya da anti-mutajenik bilesikler tiretmek.
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Antikanserojenik
etkide bulunmasi

-Timor olusumunu ve gelisimini kontrol eden apopitozun
uyarilmasini saglamak.

- Bagirsak bakterilerinin olusturdugu mutajen ve kanserojen
etkiye sahip (B-glukuronidaz, nitrorediiktaz vd.) fekal
mikrobiyal enzimlerin inhibisyonunu saglamak.

Baz alerjik
hastaliklarin
kontrolii

-Peptitlere kars1 duyarlilii azaltmak.
-Antijenik etkiye sahip maddelerin dolagim sistemine gegisini
engellemek.

Bazi solunum

-Akcigerlerde fagositik hiicre sayisi ve aktivitesini artirmak.

yolu -Akcigerlerde dogal 6ldiirticii hiicre aktivasyonunu artirmak.
hastaliklarinin ~ -Antijene duyarli olmayan Treg hiicrelerini indiikleyerek alerjik
kontrolii hava yolu enflamasyonunu azaltmak.
-Rotaviriis ve diger viral kaynakli ishallerin tedavisinde dogal
floray stabilize etmek.
-Viriisiin mukozaya tutunumunu inhibe etmek.

Enfeksiyoz -K(?n?%%n. bagirsak epitelinde_ mﬁsir.l .lff)d.layan genlerin
. i etkinligini artirarak mukusun bariyer etkinligini artirmak.
ishallerin . .

. . -Bakteri adezyonunu artirarak viral atilim1 artirmak.

onlenmesi ve . .

. -Viral atilim siiresini kisaltmak.
tedavisi . o . ; .

-Toll-like reseptorlerini uyararak epitel hiicrelerin onarilmasini
saglamak.
-“Tight junction” bolgelerini gliclendirmek ve sitokin salinimi
artirmak.
-Safra tuzlar varliginda, kolesterolii asimile edebilmek.

Kolesteroliin -Kolesterolii hiicre duvarmna baglamak ya da hiicre zarinin

asimilasyonu yapisina katmak.

-Kolesterolii koprostanol’e doniistiirmek.

Laktoz toleransi
azaltma

-Bakteriyel B- galaktosidaz enzimi ile laktozun sindirimini
saglamak.

2.2.3.6. Probiyotik se¢im kriterlerinde istenen ozellikler

2.2.3.6.1. Asitlik ve safra tuzlarma direng

Asitlik ve safra tuzlarina direng probiyotik organizmalarin en énemli se¢im

kriterlerinden biri olup probiyotiklerin agizdan aliniminin ardindan sindirim sistemine

ulagincaya kadar gegen siiregte canli kalabilmesi igin gereklidir. Bu nedenle, agiz

boslugunda bulunan lizozim enzimi basta olmak tizerediger enzimlere kars1 dayanikli

olmas1 ve midenin asidik ortamindan (pH 1-4) etkilenmemesi gereklidirss.
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Safra tuzlar glisin veya taurin ile konjuge olan safra asitlerinin Na* ve K*
tuzlaridir. Taurokolik ve deoksikolik asitlerin tuzlart bunlarin en 6nemlileridir.
Yaglarin ince bagirsak tarafindan emilmelerinde gorev almaktadir. Safra tuzlar,
hepatositlerde kolesterolden primer safra asitleri kolik asit ve kenodeoksikolik asitten
sentezlenirler. Bu asitler baslica glisin az miktarda da taurin ile olusturulan konjuge
tiirevlerine doniistiiriiliirler®. Giinde toplam 20-30 gram safra tuzu bagirsaga
salgilanir. Bu asitler daha sonra kolonda mikrobiyal aktiviteden dolayr kimyasal
modifikasyonlara  (dekonjugasyon,  dehidroksilasyon,  dehidrojenasyon ve
deglukuronidasyon) ugrar. Konjuge olmayan safra tuzlar: daha yiiksek antimikrobiyal
aktiviteye sahiptir. Gram-pozitif bakterilerin safra tuzlarina hassasiyeti, Gram-negatif
bakterilerden daha yiiksektir. In vitro direng denemelerinde, Bifidobacterium’larin
safra tuzlarma Lactobacillus’lardan daha direncli olduklar belirlenmistir®®’. Pithva
vd. (2014)% yaptiklar1 ¢alismada bebek diskisindan ve saglikli kadinlarin vajinal
mukozasindan izole ettikleri L. rhamnosus suslarindan L. rhamnosus V¢ susunun pH
2.0’de %81 oranla L. rhamnosus 231 ve Fb suslarinin ise %72 ve %67 oranla
canliliklarimi korudugu ve suslarin %4’liikk safra tuzu ortaminda gelisebildiklerini

bildirilmistir®,

2.2.3.6.2. Antimikrobiyal aktivite

Probiyotik bakterilerin vajinal ekosistemde ve bagirsak sistemdeki en énemli
fonksiyonlarindan biri de konagin dogal florasini koruyarak patojen organizmalar i¢in
bir bariyer olusturmasidir. Bu nedenle probiyotik organizmalarin se¢im kriterlerinde
probiyotiklerin patojenlerin gelisimlerini engelleyici antimikrobiyal maddeler
tiretmeleri 6nemlidir. Pek ¢ok probiyotik mikroorganizma bu gérevi; laktik asit, asetik
asit gibi organik asitler, hidrojen peroksit, karbondioksit, diasetil, asetaldehit, reuterin,
biyosiirfaktan maddeler ve protein yapisindaki bilesikler (bakteriyosin ve bakteriyosin
benzeri maddeler) gibi antimikrobiyal etkiye sahip metabolitler iireterek patojen
bakterilerin vajen ve bagirsak epitel hiicrelerine tutunmasinmi engelleyerek ve

mikrofloranin dengede olmasini saglayarak yerine getirirler’.
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Laktik asit bakterileri tarafindan olusturulan antimikrobiyal maddeler:

-Laktik asit: LAB’nin fermentasyon yolu ile tirettikleri bir {iriin olup bu iiriin
mikroorganizmalar iizerinde olumsuz etki yaratmaktadir. LAB’nin laktik asit tiretimi
sonucu pH’ y1 3.2-3.5’a kadar diisiirebildiklerinden vajinal bolgede normal florada
bulunmayan ve patojen olan organizmalarin ¢ogalmasi ve kolonizasyonunun 6nlemesi

4989 Yapilan cesitli arastirmalar sonucunda

agisindan olduk¢a Onemlidirler
Lactobacillus’lar tarafindan iretilen laktik asidin HSV-2 ve HIV-1 gibi viral

enfeksiyonlarm olusumunda koruyucu rol iistlendigi kanitlanmistir®.

Vajinal mikrofloranin menstural donem, vajinal dus ve sperm gibi faktorlerden
etkilenmesi durumunda vajinal mikroflora degismekte, vajinal pH daha alkali hale
gelmekte ve vajen florasinin patojen mikroorganizmalara karsi Koruyucu ozelligi
kaybolmaktadir. Bu nedenle vajinal mikroflorada bulunan Lactobacillus’larin
stabilizasyonu vajinal saglik agisindan biiyiik énem tasimaktadir’. LAB tarafindan
laktik asit tiretimi bu asitlestirmeye katkida bulunabilmekte, bununla beraber bu diisiik
pH degeri vajinal epitel hiicreleri tarafindan organik asitlerin salgilanmasi ile

korunmaktadir®.

-Hidrojen peroksit: LAB aerobik ortamda besinlerden hidrojen peroksit
tiretmektedir ve iiretilen hidrojen peroksit patojen mikroorganizmalar {izerinde giiglii
bir inhibitor etkiye sahip olup patojenlerin gelisimlerini engellemektedir. Bu etki

hidrojen peroksitin giiclii bir oksidan olmasindan ileri gelmektedir®.

LAB’nin iiremeleri sonucu olusturulan hidrojen peroksit miktari, laktik asit

bakterilerinin cins, tiir ve hatta suslaria gore farklilik gostermektedir.

Saglikli kadinlarin vajinal mikroflorasinda, bakteriyel vajinite sahip kadinlarin
vajinal mikroflorasina gére hidrojen peroksit tireten Lactobacillus tiirlerinin sayisinin

daha fazla oldugu tespit edilmistir®.

Yapilan in vitro ¢aligmalarda Lactobacillus suslari tarafindan tiretilen hidrojen

peroksitin HIV viriisiinii inaktive ettigi belirtilmistir®®. Aroutcheva vd. (2001)%
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yaptiklart ¢galismada H202” ten hipoklorik asit iiretiminin yapildigi belirlenmis ve bu
tirtinlerin kanser Onciisii hiicreleri degistirdigi saptanmistir. Ayrica hidrojen peroksit
konsantrasyonu yliksek olan ortamdaki hiicrelerin kanser hiicrelerine doniistimiiniin
engellendigi, hatta laktik asit bakterilerinin olusturdugu hidrojen peroksitin kanserli
hiicreleri tekrar eski haline doniistirdigii agiklanmistir. Yine aymi c¢alismada
aragtirmacilar vajinal orjinli Lactobacillus suslarinin yaklasik olarak %80 nin hidrojen

peroksit tirettigini bildirmislerdir.

Aroutcheva ve arkadaslari seksiiel aktiviteye sahip kadinlarin vajinal
stiriintiilerinden izole edilen 205 Lactobacillus susu arasindan L. crispatus suslarinin
%95’inin ve L. jensenii suslarmin ise 94%’niin hidrojen peroksit trettigi, izole edilen

14 L. gasseri suslarinim ise %71 nin hidrojen peroksit iirettigini belirtmistir®,

Ocana vd. (1999)% asitlikten ve bakteriyosinden armndirilmis ortamda L.
crispatus F117 susunun drettigi hidrojen peroksidin Staphylococcus aureus ’un
gelisimini 6nemli 6lgiide engelledigini bildirmistir. Pashaian ve Oganesian (2011)%
yaptiklar1 ¢alismada ise vajinal kaynakli L. delbrueckii MH-10 susunun aktif bir

hidrojen peroksit iireticisi oldugunu bildirmislerdir.

Saglikli kadinlarin vajinal mikroflorasinda yiiksek hidrojen peroksit tiretimi
yapan mikroorganizmalar ozellikle hamile kadinlarda ekolojik dengenin
korunmasindan sorumlu olan mikroorganizmalardir. Belirtilen bu Lactobacillus
suglarinin (L. acidophilus, L. fermentum, L. jenseni ve L. minutus) erken dogum
patofizyolojisinde 6nemli bir rol sahip olabildigi gozlemlenmis ancak yapilan bazi in

Vivo calismalarda bunun miimkiin olmadig1 gosterilmistir®”%,

-Bakteriyosin: Bakteriyosinler pek ¢ok bakteri tarafindan iiretilen, Gram pozitif
ve Gram negatif bakteriler tarafindan sentezlenen, yakindan iliskili ya da iliskili
olmayan tiirlerin gelisimini inhibe eden, protein yapida antimikrobiyal maddelerdir.
Ribozomlar tarafindan kii¢iik peptitler, polipeptitler ya da protein olarak sentezlenirler.

Bazi vakalarda lipit ya da karbonhidratlar ile de iliskilendirilmigtir®100.101,
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Gratia’nin ilk olarak 1925 yilinda E. coli tarafindan sentezlenen kolisin adli
bakteriyosini kesfetmesinin ardindan Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler
tarafindan sentezlenen ¢ok farkli tiplerde bakteriyosin elde edilmis ve farkli
siiflandirmalar giindeme gelmistir. Bakteriyosinlerin ayni ya da farkli bakteri gruplari
tarafindan sentezlenen ylizden fazla ¢esidi bulunmaktadir. E. coli suslarinin yan1 sira
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus ve
Staphylococcus gibi birgok mikroorganizma bakteriyosin tiretmektedir. Ancak daha
¢ok gidalar da giivenli oldugu diisiiniilen LAB tarafindan sentezlenen bakteriyosinler
lizerinde aragtirma yapilmakta ve gidalarda bu bakteriyosinler kullanilabilmektedir.
Bu nedenle LAB, o6zellikle de Lactobacillus ve Lactococcus tarafindan sentezlenen

bakteriyosinler iizerine yapilan arastirmalar hiz kazanmigstirt®?,

Bakteriyosinler son yillarda gidalarda muhtemel koruyucu ajanlarolarak
kullanilmasimin yaninda korunmada ya da bakteriyel enfeksiyon hastaliklarin
tedavisinde antibiyotik tedavisini tamamlayici olarak da kullanilmaktadir. Bu dogal
maddelerin ¢ogu giigli bir biyoteknolojik potansiyele sahip olup temelde
antibiyotikler ile capraz direncin olmamasi, diislik 6karyotik sitotoksitenin olmasindan
dolayr yalnizca gida ve ilag sanayinde degil veteriner tipda da genis kullanim alani
bulmaktadir'®®1%4, Bakteriyosinlerin ayrica yapilan gesitli arastirmalar sonucunda
antiviral ajan, bitki koruma ajan1 ve antikanser ajan potansiyeline sahip oldugu da

belirtilmektedirl®,

Genel olarak, bakteriyosinlerin antibiyotiklerden farki; sentezlenme
sekillerinin, etki mekanizmalarinin, antimikrobiyal spektrumunun, toksik etkileri ve
diren¢ mekanizmasinin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. Bakteriyosinler
ribozomal olarak sentezlenirken, antibiyotikler multi-enzim kompleksleriyle
sentezlenirler. Bakteriyosinler daha diisiik konsantrasyonlarda hedef mikroorganizma
tizerinde engelleyici etki  gosterebilirken, antibiyotiklerde daha yiiksek
konsantrasyonlara ihtiyag¢ vardir. Bakteriyosinler, genelde gelisme fazinda tiretilirken,

antibiyotikler duragan fazda ikincil metabolit olarak sentezlenirler'.
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LAB bakteriyosinleri bakterileri 6ldiirme ya da inhibe etme yetenegine
sahiptir'®. Genellikle dkaryotik hiicrelerde toksik degildir ve protein yapida oldugu

icin proteolitik enzimler tarafindan kolay pargalanirt®-1%’,

Bakterilerde bakteriyosinin sentezlenebilmesi igin, 06zel bakteriyosin
genlerinin  bulunmasi1 gerekmektedir. LAB’de bakteriyosin kodlayan genler
kromozomal DNA vya da plazmid iizerinde bulunmaktadir’®®, Bakteriyosin iiretimi
cesitli ¢evresel sartlar altinda ve bakterilerin ¢esitli gelisim evrelerinde

sentezlenebilmektedirt®,

LAB birbirinden farkli bakteriyosinler liretme yetenegine sahiptir. Yapilan bazi
calismalarda iiretilen bu bakteriyosinlerin antimikrobiyalaktivitelerinin, kendi tiirleri
ile iligkili oldugu ya da E. coli ve C. jejuni gibi iliskili olmayan pek ¢ok patojenik

tiirleride inaktive edebilme yetenegine sahip oldugu gosterilmistir®®1%,

Ruiz vd. (2012)'% vajinal mikrofloradan izole ettikleri L. fermentum L23 susu
ve L. rhamnosus L60 suslarinin iiretmis oldugu bakteriyosin benzeri maddelerin
hamile kadinlarda ciddi enfeksiyonlara ve diisiiklere sebep olan Streptococcus
agalactiae susu tizerindeki inhibitor etkisini arastirmiglardir. Calismada L. fermentum
L.23 susu ve L. rhamnosus L60 suslarinin hamile kadinlardan izole edilen S. agalactiae
suslart tizerinde (%91) inhibisyon etkiye sahip oldugu bulunmustur. Yine ayni
aragtirmacinin 2015 yilinda yapmis oldugu ¢alismada vajinal mikrofloradan izole
edilen L. fermentum L23 ve L. rhamnosus L60 suslarinin Neisseria gonorrhoeae
bakterisi {izerindeki inhibitor etkisi de arastirllmis ve etken maddenin N.
gonorrhoeae’nin gelisimini sirasiyla %87.28 ve %80.66 oranlarinda inhibe ettigi

gozlenmistir!®®,

Vajinal mikrofloradan izole edilen Lactobacillus suslarinin bakteriyosin tiretim
yeteneklerinin ve bakteriyosin gen bolgelerinin arastirildigi bir baska c¢alismada
saglikli kadinlarin vajinal mikroflorasindan izole edilen 20 Lactobacillus susu

arasindan 6 susun tiretmis oldugu bakteriyosinin iki farkli Klebsiella tiirii tizerinde, 5

27



farkli susun da Staphylococcus aureus lizerinde antimikrobiyal etkiye sahip oldugu
belirtilmistir®.

Trivedi vd. (2014)%° vajinal izolat olan Lactobacillus brevis DT24 susu
tarafindan iretilen kolisin E2 bakteriyosinin iropatojenik E. coli {izerindeki
antimikrobiyal etkisini arastirdiklar1 ¢aligmada L. brevis DT24 susunun ¢ok yiiksek
inhibitor aktiviteye sahip oldugu goriilmistiir. Vera Pingitore vd. (2009) 110 vajinal
L. salivarius CRL 1328 susu tarafindan iiretilen bir bakteriyosinin E. faecalis’e kars1

etki gosterdigini bildirmislerdir.

Antibiyotik direncinin iilkemizde ve diinyada global saglik sorunu haline
gelmesinin ardindan pek cok arastirmaci calismalarinda cesitli patojenlere karsi
antibiyotikleri ve bakteriyosinleri bir arada kullanmislardir. Arastirmacilar ¢oklu ilag
direnci gosteren mikroorganizmalara karst yeni ilag ve alternatifler elde etmek igin
yaptiklar1 ¢alismalarda LAB bakteriyosinlerini yalniz basina ya da antibiyotikler ile
birlikte kombine kullandiklarinda insan ve veteriner tipta giiclinii kaybeden
antibiyotiklerin ¢oklu ila¢ direnci gosteren patojen mikroorganizmalara karsi parlak
bir gelecek sunabilecegini ve bu kombinasyonun daha ¢ok gelistirilmesi gerektigini

belirtmislerdir!t114,

2.2.3.6.3. Epitel yiizeye tutunma ve 6nemi

Probiyotiklerin bagirsaktaki ve vajinal bolgedeki epitel hiicre ylizeylerine
baglanmas1 ve baglanma bdlgeleri i¢in yarismasi; patojenlerin kolonizasyonunun
engellenmesi, mikrofloranin kararliliginin saglanmasi, immiin sistemin aktive
edilmesi ve zarar géren mukozanin iyilestirilmesi acgisindan 6nemlidir. Bu nedenle
epitel yiizeye baglanma en Onemli probiyotik se¢im kriterlerindendir. LAB’nin
kolonizasyonu, gastrointestinal ve iirogenitel hastaliklarin 6nlenmesi agisindan biiyiik

onem tasimaktadir®.

Patojen mikroorganizmalarin vajinal epitel hiicrelere baglanmasini engelleyen
temelde iic mekanizma vardir: (i) Blokaj; Lactobacillus’larin vajinal hiicre

resptorlerine baglanarak patojenlerin baglanmalarini engellemeleri, (i1) rekabet ile
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blokaj; Lactobacillus’lar ve patojen suslarin epitel hiicre reseptorlerine yapismasini
engellemek i¢in yarigmalari (iii) yer degistirerek blokaj; daha 6nceden epitele yapigmis
olan patojenlerin disardan aliman Lactobacillus’lar tarafindan yerlerinden

uzaklastirilip Lactobacillus’larin epitele baglanmalaridir?®.

Hormonal degisiklikler (6zellikle dstrojen), vajinal pH ve glikojen igerigi gibi
faktorler vajinada kolonize olan Lactobacillus’larin yetenegini etkileyebilmektedir.
Menstural donemde Gstrojen konsantrasyonun yiikselmesi ile vajinal epitel hiicrelere
Lactobacillus’larin baglanma oraninn artmasi vajinal mikroflorada degisikliklere

sebep olabilmektedir®’.

Saglikli bir {irogenital sistemde patojenik bakterilerin, Lactobacillus’larin
mukozada potansiyel baglanma bdlgelerini igsgal etmelerinin ile florada bulunan
Lactobacillus’larin dislanmasina sebep olduguna inanilmaktadir. Ancak enfekte olmus
tirogenital bir sistemde floradaki Lactobacillus’larin sayisi azaldiginda disaridan
alinan probiyotik Lactobacillus’lar daha 6nceden baglanmis patojenlerin yerine gegme

ve bazi reseptdrler igin patojenler ile yarisma kapasitesine sahiptirt1®11,

Yapilan pek ¢ok arastirma verilerine gore Lactobacillus’larin vajinal epitel
hiicrelere baglanma yetenegi patojenik bakterilerin kolonizasyonuna karsi bir bariyer

gbrevi gdrmektedir®

. Lactobacillus’larin epitel hiicrelerine baglanma siirecinde
bakteri yiizeyinde bulunan protein ve karbonhidratlarin farkli kombinasyonlarindan
olusan mekanizmalarin rol aldig diigiiniilmektedir. Probiyotik bakterilerin yapisma
aktiviteleri i¢in gerekli olan mekanizmalar da tiirden tiire farklilik gostermektedir.
Tuomola vd. (1999)*° yapmis olduklar1 L. gasseri ile yaptiklari ¢alismada protein ve
karbonhidratlarin epitel hiicrelere yapismada gerekli oldugu ayrica divalent (iKi
degerlikli) katyonlarin (Ca*?) da yapismada etkili oldugu gériilmiistiir. Yine benzer bir

calismada Boris vd. (1998)*?° vajinal epitel hiicrelerine baglanmadan sorumlu olan

faktorlerin glikoprotein ve karbonhidratlar oldugunu rapor etmistir.
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Boris vd. (1998)!%° probiyotik karaktere sahip bakterilerin epitel hiicre
yiizeylerine tutunabilmeleri i¢in agregasyon yetenegine de sahip olmalari gerektigini

bildirmislerdir.

Agregasyon  toplanma, bir araya gelme, kiimelesme  olarak
tamimlanmaktadir'?!. LAB agregasyon &zelligi ile bulundugu yiizeye ve birbirlerine
yapisarak bir bariyer olustururlar ve patojen mikroorganizmalarin epitel hiicrelere
baglanmasimi engellerler®®. Agregasyon yetenegi, benzer hiicrelerin kiimeleserek
otoagregasyon olusturmasi, farkli genetik materyalli hiicrelerin koagregasyon
olusturmasina gore belirlenmektedir. Daha Once yapilan caligmalarda probiyotik
suslarin vajinal epitel hiicrelere baglanabilmesi i¢in otoagregasyonun gerekli oldugunu
bildirilmektedir'??, LAB koagregasyon yetenekleri ile bir bariyer gorevi goriirler ve
ortamda bulunan patojenlere baglanarak onlar1 etkisiz hale getirerek olasi bir
enfeksiyonu ve bakterinin toksik etkisini engellemis olurlar. Lactobacillus’larin
agrege olarak koloni olusturmasi agiz boslugunda ve {irogenital sistemde énemli bir

rol iistlenmektedir?.

Kos vd. (2003)'%* yaptiklar1 ¢alismada insan gastrointestinal sisteminden izole
ettikleri L. acidophilus M92 susunun hem bazi patojen mikroorganizmalara karsi
koagragasyon yetenegini hem de probiyotik karaktere sahip diger bakteriler arasindaki
baglanma yeteneklerini arastirdigi ¢alismada L. acidophilus M92 susunun oldukca
yiiksek baglanma kapasitesine sahip oldugunu ve baglanmada bakteri hiicre ylizeyinde

bulunan proteinli yapilarin biiyiik 6nem tagidigini belirtmistir.

LAB’nin yapisma yetenegini arastirmada in vitro model sistemler
gelistirilmistir. En c¢ok kullanilan modeller; enterositlere benzeyen normal ince
bagirsak villus hiicrelerinin 6zelliklerine sahip Caco-2 doku kiiltiir hiicreleri, bagirsak
mukusu ve ostom glikoproteinleridir. Yapismaya etki eden faktorler in vitro olarak

belirlenmesine ragmen yapismanin asil mekanizmasi tam olarak anlasilamamugtir®.

Caco-2 hiicreleri arastirmacilar tarafindan farkli amagclar i¢in kullanilmaktadir.

Caco-2 hiicreleri yalnizca g¢esitli mikroorganizmalarin tutunma mekanizmasiyla ilgili
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caligmalarda degil ayn1 zamanda bu bakterilerin patojenler ile ayn1 ekosistem iginde
nasil rekabete girebildiklerini gosteren caligmalarda da kullanilmistir. Pascual vd.
(2008)'?2 calismalarinda vajinal mikrofloradan izole edilen L. rhamnosus L60’susunun
bariyer mekanizmasiyla vajinal epitel hiicreleri korudugu, engelleme mekanizmasiyla
ile de patojenlerin tutunmalarini engelledigi ve bakteriyosin gibi antimikrobiyal icerik
trettiginibelirtmislerdir. Calismada ayrica L. rhamnosus L60 susunun yiiksek

hidrofobisite gosterdigini de bildirmislerdir!?,

Chassot vd. (2010)'%° yilindaki yaptiklar ¢alismada dogum kontrol ydntemi
olarak spiral kullanan kadmnlardan izole ettikleri iki adet Candida albicans susu
tizerinde vajinal mikrofloradan izole edilen L. acidophilus susunun baglanma yetenegi
arastirilmis ve calisma sonunda probiyotik karakterdeki susun maya hiicreleri tizerinde

giiclii bir sekilde baglanma kapasitesine sahip oldugu bildirilmistir.

Gil vd. (2010)'? saglikli kadinlarin vajinal mikroflorasindan elde edilen 11
vajinal Lactobacillus izolatlarin otoagregasyon yetenekleri ve C. albicans, C.
glabrata, Candida krusei ve Candida tropicalis suslari iizerindeki baglanma
kabiliyetlerini arastirdiklar1 ¢alismada 4 saatlik inkiibasyonun ardindan biitiin suslarin
kendi aralarindaki otoagregasyon yeteneklerini %25.3 ile %75.4 arasinda
bulmuslardir. Izole edilen 11 farkli sus arasindan L. crispatus susu 4 farkli Candida
tiiri lizerinde en yliksek koagregasyon yetenegine sahip sus olarak tespit edilmistir.
Yine ayn1 ¢alismada 11 susun Caco-2 hiicrelerine baglanma yetenekleri arastirilmis ve
calisma sonunda L. agilis, L. jensenii, L. johnsonii ve L. ruminus suslarinin Caco-2

hiicrelerine gii¢lii baglanma yeteneklerinin oldugu belirtilmistir.

2.2.3.6.4. Kolesterol asimilasyonu

Kolesterol, hayvanlar alemindeki tiim canlilarin viicut dokularindaki hiicre
zarlarinda bulunan, cogu viicut tarafindan sentezlenen, viicutta kortikosteroidler,
tireme hormonlari, safra asitleri ve D vitamini gibi diger steroidlerin 6n bilesigini
olusturan, yaglarin sindiriminde gorev alan safra asitlerini {lireten ve metabolizmada

pek cok biyokimyasal reaksiyonda énemli rol oynayan organik bir maddedir*?’.
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Kolesterol viicudun her hiicresinde bulunmakla beraber, sentezlendigi ya da
hiicre zarlarinin daha ¢ok bulundugu karaciger, omurilik beyin ve aterom gibi ¢esitli
organ ve dokulardaki yogunlugu daha yiiksektir. Kanda normalden fazla bulunmasi
halinde damarlarda birikerek damar sertlesmesine (ateroskleroz) yol agmakta bazen de

safra pigmentleri ile birleserek safra taglarinin olugsmasina sebep olmaktadir.

Yiiksek kolesterol ile iligkili olan kardiyovaskiiler hastaliklar, tiim diinyadaki
en onemli 6liim sebeplerinden biridir. Bu nedenle, serumdaki kolesterol seviyesinin
disiiriilmesi, ozellikle kardiyovaskiiler hastaliklarinin 6nlenmesi agisindan biiyiik

onem tagimaktadir!?812°,

Son bulgular bagirsaktaki mikrobiyal diizensizligin kardiyovaskiiler
hastaliklarin patogenezinde rol oynayabildigini gostermektedir. Bu nedenle ¢esitli
aragtirmacilar kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesinde ve/veya tedavisinde bir
yaklasim olarak probiyotik ile bagirsak mikroflorasini degistirmeyi diisiinmiislerdir*°.
Yapilan gesitli arastirmalarda arastirmacilar 6zellikle Lactobacillus ve Bifidobacterim
suslarin1 igeren probiyotiklerden bazi LAB’nin yiiksek kolesterolii asimile ettigini
kanitlamiglardir. In vitro ve hayvan modelli ¢alismalar kolesterol ile iliskili gen
ekspresyonu ve metabolik siiregler iizerindeki probiyotik miidahalelerin etkisini

belirlemek icin kullanmlmistir'?®. Probiyotiklerin kolesterol seviyesini nasil diisiirdiigii

ile ilgili pek ¢ok etkili yol dne siiriilmektedir.

Bu konu ile ilgili yapilan ilk ¢aligmalarda Rossi vd. (1999)**! yaptiklari
caligmada probiyotik 6zellige sahip E. faecium, L. acidophilus, Lactobacillus jugurti,
S. thermophilus ve L. delbrueckii ssp. bulgaricus suslarin in-vitro kosullarda kolesterol
konsantrasyonunu azaltma ve safra tuzlari varhiginda gelisebilme yeteneklerini
arastirmiglar ve E. faecium ile L. jugurti (1:1 oraninda) kombinasyonunun kolesterolii

%43 oraninda diisiirdiigii tespit etmislerdir.
Pan vd. (2011)*28 siit {iriinii olan kimizdan izole ettikleri L. fermentum SM-7

susunun yiiksek asit ve safra tuzuna dayanikli oldugunu ve kolesterol miktarini %66.8

oraninda azalttigin1 bildirmislerdir.
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Bir baska c¢alismada Tomaro vd. (2015)!% probiyotik 6zellige sahip L.
fermentum NCIMB 5221 ve NCIMB 2797 suslarinin  kolesterol diisiirme
mekanizmalarini belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada kontrol orneklere gore

sirasiyla %85 ve %86 oranlarinda kolesterol oranini diisiirdiiglinii tespit etmislerdir.

Ichim vd. (2016)}*° yapmis olduklar1 calismada Lactobacillus ve
Bifidobacterium genusuna ait 9 probiyotik organizma ve 10 sindirim enzimi bulunan
karisimin kolesterol metabolizmasi {izerindeki etkisini aragtirmak amaci ile in vitro
sistem ve fare modelleri kullanmislardir. Yiiksek kolesterole sahip fare modellerinin,
hazirlanan karigimi sekiz hafta boyunca her giin almasi saglanmistir. Calisma sonunda
ozellikle 4. haftadan sonra kandaki diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) oraninda %47
azalma ve yiliksek yogunluklu lipoprotein (HDL) oraninda ise %32 artma
gozlemlenirken 8. haftadan sonra garpici bir sekilde LDL konsantrasyonu %78 azalma

ve HDL konsantrasyonunda ise %52 artma gozlemlenmistir.

- Probiyotiklerin Kolesterol Konsantrasyonunu Diisiirmesini Saglayan Olasi

Mekanizmalar

- Probiyotik 6zellige sahip Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirlerinin safra
tuzlarimi serbest asitlere parcalayarak, konjuge safra tuzlarmin bagirsak sisteminden
daha hizli uzaklasmasini sagladiklar1 distintilmektedir. Serbest safra tuzlarinin
viicuttan atilmasindan dolay1 kolesterolden yeni safra asitlerinin sentezi, viicuttaki
toplam kolesterol konsantrasyonunu diisiirebilir'®,

- LAB bagirsakta kandaki lipit seviyesinde sistemik azalmaya sebep olan kisa
zincirli yag asitleri iiretebilir'>*.

- Probiyotik bakteriler direkt olarak kolesterolii metabolize ederek bagirsaktan
kolesterol adsorbsiyonuna miidahale edebilir ve kana gecisini azaltabilir'?°,

- LAB asit iiretimi sonucu pH’yr disiirerek, dekonjuge safra tuzlari ile
kolesteroliin presipitasyonuna neden olabilir®®.

- Kolesterol bakteri hiicre duvarma baglanabilir'®,
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2.2.3.6.5. Urogenital enfeksiyonlar ve probiyotikler

Urogenital enfeksiyonlar; cinsel yolla bulasan hastaliklar disinda, BV, aerobik
vajinit, vulvovajinal kandidiyazis ve lriner sistem enfeksiyonlarini kapsamakta ve

136, Urogenital

diinya ¢apinda her y1l yaklasik olarak bir milyon kadini etkilemektedir
enfeksiyonlar oldukga yiiksek saglik bakim masraflarina sebep olmasinin yaninda
yenidogan ve kadimnlarda yiiksek morbidite ve mortaliteye de neden olmaktadir.
Kadinlarda goriilen iirogenital enfeksiyonlar koruyucu Lactobacillus’larin sayica
azalmast ve dogal vajinal mikroflorada degisiklige sebep olan farkh

mikroorganizmalarin yerlesmesi sonucu goriilmektedir.

BV, kadinlarda pek ¢ok komplikasyona sebep olan en yaygimn tirogenital
enfeksiyonlardan biridir'2. Menopoz éncesi kadilarin %751 hayatlarinda en azindan
bir kez BV enfeksiyonu ile karsilagirken %45°i iki ya da daha fazla oranda bu
enfeksiyonla karsi karstya kalmaktadir™®’. BV diinyanin farkli bélgelerinde farkl
prevalansa sahip olup 6zellikle gelismekte olan tilkelerde oldukc¢a sik rastlanmakta
bunun yaninda gelismis tilkelerde de iireme donemindeki yetiskin kadinlarin % 19-
24’1ini etkiledigi diisiiniilmektedir. Diinya ¢apinda rutin klinik kontrollere bagvuran

hastalarda BV goriilme oran1 ise %12- 25 arasindadir!>138.139,

BV vajinada goriilen diger enfeksiyon hastaliklarindan farkli olarak tek bir
mikroorganizmanin neden oldugu bir hastalik olmayip, polimikrobiyal klinik bir
sendromdur. Bu yakinma mikrobiyolojik ekosistemin bozulmasi sonucunda 6zellikle
de anaerob bakterilerin sayica artmasindan dolayr ortaya ¢ikan bir durumdur. BV
esnasinda istenmeyen ve en sik goriilen organizmalar arasinda mayalar (Candida
albicans, C. krusei, C. tropicalis), vajinozise sebep olan anaerobik bakteriler
(Atopobium vaginae, Bacteroides spp., Gardnerella vaginalis, Mobiluncus spp.,
Mycoplasma hominis, Prevotella spp., Porphyromonas spp., Ureaplasma urealyticum,
Veillonella spp.), iiropatojenler (E. coli, Klebsiella spp., Proteus spp., Serratia spp.)
ve seksiiel yolla gecen viriisler (HIV, HPV, HSV-2) bulunmaktadir!*®'#!, Bu nedenle
saglikli kadinlarin vajinal mikrofloras1 ile BV’li kadinlarin vajinal mikroflorasi

arasinda belirgin farkliliklar goriilmektedir. Vajinal mikroflorada baskin bulunan
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Lactobacillus cinsi bakterilerinin sayisinin BV enfeksiyonu esnasinda 100-1000 kat

azaldig1 belirtilmistir®,

Saglikli kadinlarin vajinal mikroflorasinda bulunan Lactobacillus’lar organik
asit, hidrojen peroksit, bakteriyosin, iireterek ve/veya daha diisikk bir pH ortami
olusturarak BV’e sebep olan mikroorganizmalarin vajinada kolonizasyonunu inhibe
etmekte ve koruyucu bir etki saglamaktadir. Lactobacillus cinsi bakterilerin vajinal
ortamin asidik kalmasina katkida bulunmalarinin yaninda bu asit ortami

Lactobacillus’larin iiremesini de tesvik etmektedir®.

BV’nin tedavisinde metronidazol ve klindamisin gibi antibiyotikler
kullanilabilmekte ancak bu tedavi yontemi hastalarin yakinmalarina neden olan
tekrarlayan enfeksiyonlar1 &nlemekte yetersiz kalmaktadir!?, Farkli ilaglar ile
farmakolojik tedavi yontemleri koruyucu mikroflorayr yeniden olusturmada basarisiz
olmaktadir. Geleneksel tedaviler yan etkilere, antibiyotiklere direngli suslarin
gelismesine ve tekrarlayan semptomlarm artmasina sebebiyet vermektedir!36:142,
Standart bir tedaviden sonra tekrarlayan BV prevalansina bakildiginda 6-12 ay i¢inde
enfeksiyonlarin goriilme oran1 %10-50 arasinda de§ismektedir. BV geciren bir kadinin

hayat kalitesi azalmakta ve bu durum hamile bayanlarda ciddi dogum

komplikasyonlarma sebep olabilmektedir!.

LAB’ni igeren probiyotik tiriinlerin kullaniminin {irogenital enfeksiyonlardan
korunmada ve tedavide alternatif bir yontem oldugu diisiiniilmekte ve bu konu ile ilgili
yapilan ¢esitli aragtirmalar sonucunda probiyotik igeren tedavinin yiiksek riskli

hastalarda bile tekrarlayan BV oranini azaldig1 ya da 6nledigi kanitlamistir12136.142.143

Yapilan pek cok klinik caligmalarda semptomatik ya da asemptomatik BV
enfeksiyonuna sahip olan kadinlarin Lactobacillus iceren farkli formlardaki probiyotik
tirtinleri oral olarak ya da intra vajinal olarak kullanmalar1 saglanmis ve sonugta BV
enfeksiyonununsemptom ve /veya bulgularinin azaldigi, tekrarlanma oraninin diistiigii
ve patojen mikroorganizmalarinin kolonizasyonunun engelledigine yonelik veriler

elde edilmistir.
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Probiyotikler vajinal olarak ya da oral olarak alinabilir ¢linkii gidalar ve diyet
takviyeleri ile alinabildigi gibi Lactobacillus’lar rektumdan vajinaya pasif olarak da
gecebilir'*. Buna ek olarak vajinal probiyotik takviyesi ile de Lactobacillus’larin
viicuda alimi saglanmaktadir ancak oral yoldan probiyotik alimi diigsiik oranda
enfeksiyon riski barindiran rektumdan vajinaya maya ve patojenik bakterilerin

transferini azaltmada daha avantajli oldugu gériilmektedir®’,

Diinyanin her tarafinda kremler, jeller, tabletler, filmler, kapsiiller, kopiikler,
yaglar, tamponlar ve antiseptik sular gibi vajinal uygulama formlari bulunmaktadir.
Vajinal ilaglarin c¢ogunlugunu ise jel formunda kremler, tablet ve filmler
olusturmaktadir. Yapilan pek ¢ok klinik denemelerde BV’1 bulunan hastalarin spesifik
geleneksel tedavi yontemi ile birlikte Lactobacillus suslarini ya oral olarak ya da vajina

icine yerlestirilen tabletler seklinde kullanmalar1 saglanmistir}4°,

2.2.3.6.6. Klinik denemeler

Probiyotik igeren {iriinlerin en 6nemli tirogenital enfeksiyonlardan biri olan BV
enfeksiyonun tedavisinde ve tekrarlayan BV enfeksiyonlardan korunmadaki
etkinliginin belirlenmesi amaci ile yapilan klinik ¢aligmalara baktigimizda Bodean vd.
(2013)**! Romanya’da 20-45 yas araliginda cinsel aktiviteye sahip hamile olmayan ve
hicbir saglik problemi bulunmayan BV’i olan 173 hasta iizerinde bir calisma
yapmuslardir. Caligmada kontrol grubu, vajinal probiyotik triinler kullanan grup (6
giin boyunca) ve probiyotik {irlinleri oral olarak alan grup (10 giin boyunca) olmak
tizere Ui¢ farkli grup olusturulmus ve biitiin gruplarin yedi giin boyunca giinde iki kez
500 mg metronidazol kullanmasi saglanmistir. Calisma sonunda her hangi bir ek
probiyotik tedavisi almayan grupta bir y1l i¢inde tekrarlayan BV goriilme oran1 % 50
iken vajinal probiyotik tablet kullanan hastalarda % 30, probiyotik iiriinleri oral olarak

kullanan hastalarda ise %15 bulunmustur.

Marcone vd. (2010)*%® metronidazol tedavisi gormiis BV enfeksiyonuna sahip
hastalarda tedavi sonrasinda uzun siireli vajinal L. rhamnosus susunun kullanim

avantajlarinin arastirildigi ¢alismada BV enfeksiyonuna sahip 49 hastanin yedi giin
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sliren metronidazol tedavisinin ardindan haftada bir kez 40 mg L. rhamnosus vajinal
uygulamay1 6 ay siiresince hastalarin kullanmas1 saglanmistir. Calisma sonucunda alt1
ay boyunca hastalarin % 96’sinda vajinal mikrofloranin dengede kaldigi ve tekrarlayan

BV enfeksiyon goriilme oranin oldukga azaldig1 gorilmiistiir.

Davar vd. (2016)**" yilinda yaptiklar1 randomize cift kérlii klinik calismada,
vajinal kiiltiirlerinde Candida spp. tanis1 konan, menopoz 6ncesi hamile olmayan ve
yas ortalamasi 32 olan hastalarin 6ncelikle bilingli olarak tek doz 150 mg flukonazol
tablet ile tedavi edilmesi saglanmis ve profilaksi tedavi i¢in vakalar probiyotik tablet
[Pro-Digest tablet (L. acidophilus, B. bifidum, B. longum)] alanlar ve plasebo alanlar
olmak ftizere iki grup olarak ayrilmistir. Gruplarina gore hastalarin 10 giin boyunca
giinde iki kez probiyotik iceren kapsiilleri ve plasebolar1 kullanmalar1 saglanmis ve
alt1 ay siiresince her ay jinekolojik muayeneleri yapilarak vajinal kiiltlirleri alinmis.
Alt1 ay siiren ¢aligmanin biitlin aylar1 degerlendirildiginde 28 kisiden olusan probiyotik
tablet kullanan grupta sadece bir kiside (% 7.2) tekrarlayan enfeksiyon goriiliirken
plasebo kullanan 31 kisilik grupta dort kiside (% 35.5) tekrarlayan enfeksiyon
goriilmiistiir. Yine benzer bir calismada Martinez (2009)*’ Candida kiiltiirii pozitif
olan 55 hasta ilizerinde yaptig1 ¢alismada probiyotik ve flukonazol kullanan grupta
tekrarlayan BV enfeksiyonu goriilme oran1 %10.3 iken plasebo ve flukonazol kullanan

grupta ise % 38.5 oraninda gortilmiistiir.

2009-2012 yillar1 arasinda Polonya’nin 6zel jinekolojik polikliniklerine
tekrarlayan BV enfeksiyonu nedeni ile bagvurma hikayesi olan hastalar
degerlendirilmeye alinmistir. Hastalarin ilk muayenelerinde 7 giin siiren 500 mg
metronidazol tedavisi ile birlikte 10 giin siiresince (73 kisi) ya L. gasseri 57C, L.
fermentum 57A ve L. plantarum 57B bulunan kombinasyondan olusan probiyotik
kapstil ya da plasebo (81 kisi) almalar1 saglanmistir. Yaklasik 14 giin sonraki ikinci
ziyaretlerinde katilimcilarin vajinal kiiltiirleri alinarak jinokolojik muayeneleri
yapilmis ve BV enfeksiyonu yoniinden mikrobiyolojik tanimlamalar1 saglanmistir.
Degerlendirme sonucunda oral probiyotik tablet kullanan katilimcilarda plasebo
kullananlara kiyasla BV enfeksiyonu goriilme oraninin oldukca diisiik oldugunu ve

goriilme siiresini %76 uzattigini bildirmislerdir Heczko vd. (2015)8,

37



2.2.3.6.7. Viral enfeksiyonlar ve probiyotikler

Son yillarda yapilan g¢alismalar goz Oniine alindiginda Lactobacillus’larin
bulunmadig1 ya da anormal kabul edilen vajinal mikroflorada cinsel yolla bulasan viral
hastaliklarin ge¢isinin de daha kolay oldugu o6zellikle HIV ile anormal vajinal
mikroflora arasinda bir baglanti oldugu goriilmektedir. Bunun yaninda vajinal
mikrofloradaki Lactobacillus sayisindaki azalma HPV ve HSV enfeksiyonlarinin
bulasina da zemin hazirlamaktadir. Diger yandan genital herpes viriis enfeksiyonu
cinsel temas yoluyla HIV enfeksiyonun bulagma ve yayilmasi agisindan da 6nemli bir

risk faktorudiir.

Dogal vajinal mikroflora antiviral bilesenlerin iiretimini saglayarak, viral
partikiillerin gegisini ve baglanmasini engelleyerek ve immiin sistemi uyararak HIV,
HSV ve HPV gibi viral enfeksiyonlarma kars1 koruyucu rol oynayabilmektedir!49:10,
In vitro yapilan ¢aligmalar L. acidophilus tarafindan iiretilen hidrojen peroksitin HIV-
1 viriisiine kars1 antiviral etki gosterdigi belirtilmistir. Yine bir baska calismada L.
gasseri ve L. iners suslarinin yiiksek miktarlarinin HPV {izerinde etkli oldugu
belirtilmistir™™®. Viral enfeksiyonlara karsi Lactobacillus’larin mekanizmasi tam
olarak bilinmemekle birlikte laktik asit, hidrojen peroksit ve bakteriyosin gibi
metabolik iiriinlerin viriislere karsi korumada koruyucu rol aldig1 kanitlanmistir'?,
Dimitonova vd. (2007)**2 tarafindan yapilan bir ¢calismada vajinal mikrofloradan izole
edilen L. fermentum ve L. brevis suslarinin iiretmis oldugu bakteriyosin benzeri
molekiillerin HSV-2 viriisiine karsi anti timor etki gosterdigi belirtilmistir. Cinsel
yolla gecen HIV enfeksiyonunun kadinlarda hizli yayilimina engel olabilecek yeni
terapotik yaklasimlarin arastirildigi ¢alismada ise insan vajinal mikroflorasindan izole
edilen L. reuteri RC-14 susunun genetik olarak periferal mononiikleer kan hiicrelerine
HIV viriisiinlin gegisini engelleme yetenegine sahip anti-HIV proteinini iirettigi tespit
edilmistir'®,

Bu baglamda yapilan calismalara baktigimizda Zabihollahi vd. (2012)™!
yaptiklar1 ¢alismada vajinal mikrofloradan izole edilmis Lactobacillus suslarinin in

vitro ve in vivo sartlar altinda anti-HIV ve HSV iizerindeki aktivitesini belirlemek ve
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olabilecek mekanizmalar1 degerlendirmek adina gergeklestirdikleri calismada
Lactobacillus suslar1 tarafindan {iretilen anti-viral molekiiller ve diger olasi
mekanizmalarin agik bir sekilde anti-HSV ve HIV etkinligi gosterdigi, Lactobacillus
suslarinin bulundugu kiiltiirlerde HSV ve HIV’in sitotoksik etkisinin 6nemli derecede
azaldigi, vajinal Lactobacillus suslarmin  HSV  enfeksiyonunu ilk evrede
engelleyebildigi ve oOzellikle calismada kullanilan vajinal Lactobacillus suslar
arasindan L. gasseri susunun HIV virionuna karsi inhibitor etki gosterdigi
kanitlanmistir. Elde edilen bu sonuglarin fare modelli in vivo ¢alismada da dogrulugu

kanitlandig1 bildirilmistir.

2.2.3.6.8. Probiyotiklerin kanser ile iliskisi

Kanser tiim diinyada insan 6liimlerinin en 6nemli sebeplerinden biridir. Kanser
tiirleri arasindan kolorektal kanser tiiriinde ise her y1l yaklasik 1 milyon yeni kolorektal
kanser vakasi tespit edilmekte ve 500.000 hasta kolorektal kanser nedeniyle hayatini
kaybetmektedir'®. Bircok kanser tiiriinde oldugu gibi kolorektal kanserden korunma
caligmalar1, probiyotiklere ve dolayisi ile sinbiyotiklere olan ilgiyi artirmis ve bu
kansere kars1 tedavi ve / veya alternatif koruma ¢aligmalarinda potansiyel probiyotik

bakterilerin kullanilmasinin miimkiin olabilecegi aciklanmistir®®,

Yapilan c¢alismalarda biyoterapotiklerin -~ kolorektal kanseri  Onleme
mekanizmasi tam olarak belirlenmese de elde edilen veriler neticesinde probiyotiklerin

kanser olusum siirecindeki koruyucu etkisi acik bir sekilde gosterilebilmistir.

Probiyotikler, kanser olugsum siirecinde;
- Bagirsakta karsinojen ve mutajenlere maruziyetini azaltarak ve mutajenik
bilesikleri baglayip inaktive ederek
- Prokarsinojenlerin aktif karsinojenlere doniisiimiinii engelleyerek
- Bagirsak mikroflorasini dengede tutarak kanserojen ve timor arttirict maddeler
ve enzimler (B-glukuronidaz, nitrorediiktaz, azorediiktaz ve 7-a dehidrosiklaz vb.)
tireten zararli bakterilerin gelisimini engelleyerek ve bakteriyel enzimlerin inhibisyonu
saglayarak

- Bagirsak inflamasyonunu azaltarak
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- Biitirat gibi maddeler treterek programli hiicre 6limiiniin aktivasyonunu
artirarak ve dolayisi ile anormal hiicrelerin yok edilmesini saglayarak

- Bagisiklik sistemini aktive ederek anormal hiicrelerin eliminasyonunu
hizlandirarak

- Hiicre gelisimini regiile eden ve insan kolon kanseri hiicrelerinde apopitozu
tesvik eden kisa zincirli yag asitleri sentezini saglayarak

- Anti-kanser ya da anti-mutajenik bilesikler tiireterek kanser hiicrelerinin

gelisimini engelleyen pek ¢ok dnemli etki mekanizmalarina sahiptir’-1°6:157.1%8,

Yine yapilan calismalarda bazi spesifik Lactobacillus Suslarinin insan
viicudunda ve hayvanlarda pro inflematuvar sitokinlerin (interlokinler IL-1 ve IL-6)
ve anti-inflamatuvar sitokinlerin (interlokinler IL-10 ve IL-12) iretimini tetikledigi
belirtilmistir!®®.

Probiyotiklerin antikanser etkisi iizerine yapilan calismalarin ¢ogunlugunu
kolorektal kanser calismalari olustururken vajinal probiyotiklerin kullanildig:
caligmalarda da genellikle kolorektal ve servikal kanser {izerine odaklanilmistir.
Probiyotik mikroorganizmalarin kolorektal kansere karsi koruyucu bir role sahip
oldugunu kamitlayan calismalar arasindan Urbanska vd. (2009)'%° kanserli farelerin
glinlik L. acidophilus igeren formiile yogurtlari tiiketmesi saglandiginda c¢aligma
sonunda tiimdr biiyiikliigiinde ve metastazinda ciddi azalma goriildiigi, yine bir baska
genis skalaya sahip cerrahi miidahale ge¢irmis 398 kolon kanser hastasinin dahil
edildigi klinik ¢aligmada bir grup hastanin sadece bugday kepegi, diger gruptaki
hastalarin sadece L. casei ve bir diger gruptaki hastalarin ise bugday kepegi ile birlikte
L. casei almasi saglanmis ve 2. ve 4. yilin sonunda yapilan incelemelerde L. casei
kullanan hasta grubunda kolon kanserinin tekrarlama oraninin diger gruptakilere

kiyasla olduk¢a az oldugu goriilmiistiir'6?,

Haghshenas vd. (2014)'%2 yayinladiklari calismada geleneksel siit iiriinlerinden
izole ettikleri Lactobacillus ve Lactococcus suslarin potansiyel probiyotik 6zelliklerini
belirledikleri ¢alismada ayrica sekrete edilen metabolitlerin HT29 (insan kolorektal

kanser hiicre hatt1), AGS (insan mide kanser hiicre hatt1), MCF-7 (insan meme kanser

40



hiicre hatt1) ve Hela (insan servikal kanser hiicre hatt1) kanser hiicre hatt1 ve normal
hiicre hattt HUVEC (insan gobek bagi damar endotel hiicresi) iizerindeki sitotoksik
etkisini de arastirmiglardir. Lactococcus lactis subsp. lactis 44Lac. tarafindan
sentezlenen metabolitlerin kanser tedavisinde kullanilan {inli ilaclardan biri olan
Taxol ile benzer sitotoksik etkisinin oldugunu ve normal hiicre hatt1 {izerinde higbir
sitotoksik etkinin olmadigini ancak yine de bu metabolitlerin potansiyel bir anti-kanser
ilact olarak kullanilabilmesi i¢in in vitro /in vivo ¢alismalarinda daha ayrintili bir

sekilde arastirilmasi gerektigini belirtmislerdir.

Vajinal mikrofloradan izole edilen probiyotik mikroorganizmalarin
kullanildig1 galismalara bakacak olursak Nami vd. (2014a)*®° yayinladiklari ¢alismada,
saglikli Iran kadmlarmin vajinal mikroflorasindan izole edilen L. acidophilus 36YL
susunun potansiyel probiyotik karakterizasyonunu ve AGS, HeLa, MCF-7, HT-29 ve
normal hiicre olan HUVEC hiicre hatlarindan olusan dort farkli karsinom hiicre
lizatlar iizerindeki anti-kanser etkisini belirlemeyi amaglamislar. Caligsma sonunda L.
acidophilus 36YL susundan sentezlenen metabolitlerin dort farkli kanser hiicre hatti
tizerinde kabul edilebilir bir antikanser aktivitesinin oldugunu ancak en ¢ok sitotoksik
etkinin HT-29 ve HelLa hiicreleri {izerinde etkili oldugunu bildirmislerdir. Calisma
sonunda ayrica normal hiicre hatt1 lizerinde de 6nemsiz bir yan etki gorildigiini

bildirmislerdir

Saglikli kadinlarin vajinal mikroflorasindan izole edilen L. fermentum SK5
susunun probiyotik o6zelliklerinin ve HelLa, HT-29 ve and Caco-2 hiicrelerine
baglanma mekanizmasinin arastirildigi bir bagka ¢aligmada ise L. fermentum SK5
susunun Hela, HT-29 ve Caco-2 hiicrelerine sirasiyla % 92.26, 93.21 ve 93.32
oranlarinda baglanarak hiicrelerin gelisimini inhibe ettigi kontrol sus olarak kullanilan
L. rhamnosus GG ATCC 53103 susunun baglanma oranlarinin ise %86.63, 79.91 ve

98.09 oldugu agiklanmistir'®,

Probiyotik mikroorganizmalarin vajinal ekosistem ve gastrointestinal

sistemdeki pek ¢ok yararli etkisi yapilan gesitli insan ve hayvan modelli ¢aligmalar

sonucunda kanitlanmistir. Bu nedenle 6ncelikle saglikli bir yasam ve sonrasinda gesitli
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hastaliklardan korunma ve tedavide probiyotiklerin rolii tartigilmaz hale gelmistir.
Ancak probiyotik mikroorganizmanin, hangi dozda, hangi siklikla ve ne kadar siire
kullanilmasi ile ilgili galismalarda net veri bulunmamaktadir. Bu nedenle daha fazla
sayida bu yararli mikoorganizmalarin vajinal enfeksiyonlar (BV, viral enfeksiyonlar
vb.) gastrointestinal sistem enfeksiyonlar1 (ishal vb.) ve ¢esitli kanser tiirlerinde
biyoterapétik olarak kullanilabilmesi i¢in etkinlik ¢alismalarinin oldugu (iilke, yas,
beslenme, yasam tarzi, farkli probiyotik ve prebiyotik kombinasyonlari, dozu ve
stiresi) iyl dizayn edilmis, randomize, ¢ift korlii, plasebo kontrollii klinik ¢caligmalara

ihitiya¢ duyulmaktadir’.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. MATERYAL

3.1.1. Vajinal LAB’nin Kiiltiirleri ve Gelisme Kosullar:

Calismamizda Kirsehir Ahi Evran Universitesi Egitim ve Arastirma
Hastanesine basvuran yas araligi 18-45 arasinda degisen, menopoza girmemis,
herhangi bir dogum kontrol yontemi ile korunmayan ve 3 ay siire igerisinde antibiyotik
kullanmamig saglikli  kadinlarin = vajinal bdolgelerinden izole edilen LAB’i

kullanilmuistir.

Alinan numuneler, steril kosullarda Ahi Evran Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuvarina getirilerek ayni giin
icerisinde degerlendirmeye alinmistir. LAB’nin gelistirilmesi ve aktiflestirilmesinde
MRS (De Man Rogosa Sharpe, Merck) sivi ve kati besiyeri kullanilmistir.
Laboratuvara getirilen her bir 6rnegin MRS kat1 besiyeri iizerine cifterli ekimleri
gerceklestirilmis anaerob kavonozda 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonucunda petrilerde olusan beyaz, kirli beyaz ve opak koloniler
degerlendirmeye almmustir®®, Kullanilan kiiltiirlerin uygun gelisim sicakliklar1 ve
suslarin kaynaklar1 Tablo 3.1’ de, besiyerlerin kimyasal bilesenleri ise EK 1’ de

gosterilmistir.

LAB’nin antagonistik etkilerinin tespiti i¢in kullanilan Candida albicans
ATCC 90028, Candida albicans 10098, Candida albicans Y-1200-NIH, Candida
tropicalis ATCC 13803, Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC
29212, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
ve Staphylococcus aureus ATCC 29213 tip suslart Ahi Evran Universitesi (A.E.U.)
Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuvarinin kiiltiir
koleksiyonundan, Bacillus cereus (709) Roma, Bacillus cereus CU1065 ve Bacillus
subtilus ATCC 6633 suslar1 A.E.U. Miihendislik Mimarlik Fakiiltesi Genetik ve

Biyomiihendislik Boliimii Mikrobiyal Genetik Laboratuvarindan temin edilmistir.
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Calismada ayrica A.E.U. Egitim ve Arastirma Hastanesine iirogenital enfeksiyon
sikayeti ile cesitli polikliklere bagvuran hastalarin idrarlarindan izole edilen patojen
bakterilerde kullanilmistir. Bu bakteriler A.E.U. Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda izole edilen bakteriler olup Candida glabrata AEU1, Escherichia
coli AEU2, E. coli AEU3 [GSBL+ (Genis spekturumlu beta laktamaz)], Enterococcus
faecalis AEU4, Klebsiella pneumoniae AEUS, Proteus mirabilis AEUS,
Staphylococcus aureus AEU7 [MRSA (Metisiline direncli Staphylococcus aureus)]

suslarindan olusmaktadir.

Tablo 3.1. Caligmada kullanilan bakteri kiiltiirleri, gelisme ortamlari ve uygun gelisim

sicakliklar1
. Gelisme Gelisim
Bakteri adi ortami | sicakhiklar Kaynak

Escherichia coli ATCC 25922 TSB 37°C A.E.U. FEF. Mikrobiyoloji
Laboratuvari

Pseudomonas aeruginosa ATCC TSB 37°C A.E.U. FEF. Mikrobiyoloji

27853 Laboratuvari

Staphylococcus aureus ATCC 29213 TSB 37°C A.E.U. FEF. Mikrobiyoloji
Laboratuvari

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 | TSB 37°C A.E.U. FEF. Mikrobiyoloji
Laboratuvari

Enterococcus faecalis ATCC 29212 TSB 37°C A.E.U. FEF. Mikrobiyoloji
Laboratuvari

Bacillus cereus Roma (709) TSB 37°C A.E.U. MMF. Mikrobiyal
Genetik Laboratuvari

Bacillus cereus CU1065 TSB 37°C A.E.U. MMF. Mikrobiyal
Genetik Laboratuvari

Bacillus subtilus ATCC 6633 TSB 37°C A.E.U. MMF. Mikrobiyal
Genetik Laboratuvari

Candida albicans ATCC 90028 PDA 30°C A.E.U. FEF. Mikrobiyoloji
Laboratuvari

Candida albicans ATCC 10098 PDA 30°C A.E.U. FEF. Mikrobiyoloji
Laboratuvari

Candida albicans Y-1200-NIH PDA 30°C A.E.U. FEF. Mikrobiyoloji
Laboratuvari

Candida tropicalis ATCC 13803 PDA 30°C A.E.U. MMF. Mikrobiyal
Genetik Laboratuvari

Candida glabrata AEU1 PDA 30°C A.E.U. TIP Fak.
Mikrobiyoloji Laboratuvari

Escherichia coli AEU2 TSB 37°C A.E.U. TIP Fak.
Mikrobiyoloji Laboratuvari

Escherichia coli AEU3 (GSBL+) TSB 37°C A.E.U. TIP Fak.
Mikrobiyoloji Laboratuvari

Enterococcus faecalis AEU4 TSB 37°C A.E.U. TIP Fak.
Mikrobiyoloji Laboratuvari
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Tablo 3.1. (devam) Calismada kullanilan bakteri kiiltiirleri, gelisme ortamlar1 ve
uygun gelisim sicakliklar

Klebsiella pneumoniae AEU5 TSB 37°C | A.E.U. TIP Fak.
Mikrobiyoloji
Laboratuvari
Proteus mirabilis AEU6 Kanli 37°C | A.E.U. TIP Fak.
Agar Mikrobiyoloji
Laboratuvari
Staphylococcus aureus AEU7 TSB 37°C | A.E.U. TIP Fak.
(MRSA) Mikrobiyoloji
Laboratuvari

TSB: Triptic Soy Broth; PDA: Potato Dextrose Agar.

3.1.2. Vajinal LAB Kiiltiirlerinin Saklanmasi

Izole edilen bakteri kiiltiirlerinin saklanmas icin %20 oraninda gliserol iceren
TSB (Tryptic Soy Broth, Sigma- Aldrich) besiyeri hazirlanmis ve 1.5 mL’lik agz1
kapakl1 ependorf tiiplerine yaklagik 1.5 mL aktarilarak 121°C’de 15 dk otoklavda steril
edilmistir. MRS siv1 besiyerinde 18 saat aktiflestirilen bakteri kiiltiirleri daha sonra
MRS kat1 besiyerine inokiile edilerek 37°C’de 18 saat inkiibasyona birakilmigtir. Kat1
besiyerlerinde gelistirilen kiiltiirlerden birer koloni alinarak %20’lik gliserol igeren
TSB besiyerine aktarilmistir. Tiipler daha sonra -20°C’de ve -80°C’de (Niive DF 490)
muhafaza edilmistir. Izolatlar 4 ayda bir aktiflestirilmis ve tekrardan ayni sartlarda

muhafaza edilmistir®.

3.1.3. Kiiltiir Ortamlari

LAB’nin ve diger bakterilerin gelisimleri i¢in kullanilan besiyerlerinin isimleri

ve icerikleri EK 1°de verilmistir.

3.1.4. Tampon ve Cozeltiler

Laboratuvar ¢alismalar siiresince kullanilan kristal violet stok, bazik fuksin

stok ve diger ¢ozeltilerin igerigi EK 2’ de gosterilmistir.
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3.1.5. Molekiiler Markorler

Molekiiler ¢alismada kullanilan molekiiler markorler EK 3’tegosterilmistir.

3.1.6. Cozelti ve Malzemelerin Sterilizasyonu

Laboratuvar caligmalarinda kullanilan cam malzemelerin sterilizasyonu ig¢in
180°C’de 1,5 saat kuru hava sterilizatorii (Elektromag M5040) kullanilirken
besiyerler, tampon ve soliisyonlarin sterilizasyonu da otoklavda (Niive OT40L)
121°C’de 15 dakika tutularak gerceklestirilmistir®.

3.2. METOD

3.2.1. Materyallerin Toplanmasi

Calismamizda kullanilan LAB saglikli kadinlarin vajinal bolgelerinden siiriintii
ornekleri alinarak temin edilmistir. Vajinal siiriintii 6rnekleri stuart besiyerli transport
ekiivyonlar1 (Lp Italiana Spa) kullanilarak kadin hastaliklar1 ve dogum polikliniginde
gorev yapmakta olan Yard. Dog. Dr. Selda Songur Dagh tarafindan alinmistir. Alinan
numuneler, steril kosullarda Ahi Evran Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii  Mikrobiyoloji Laboratuvarina getirilerek ayni giin igerisinde analize

alinmistir.

Vajinal siirlintii alinmast planlanan hastalara kisa bir anket yapilarak; kag
yasinda olduklari, daha 6nce vajinal bir enfeksiyon gecirip gecirmedikleri, gecirmis
ise ne kadar siire once gegirdikleri, en son ne zaman antibiyotik kullandiklar1 ve vajinal
bolgelerinde herhangi bir kasinti veya agri olup olmadigr sorulari sorulmustur.
Hastalarin vermis oldugu cevaplara gore uygun bulunan ve goniillii olan hastalara
goniillii olur formu okutularak formun imzalanmasi saglanmistir. Hasta bilgi formu

EK 4°de verilmistir.
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Proje kapsaminda farkli hastalardan aliman 60 adet vajinal siiriintii 6rnegi
arasindan LAB’si oldugu diistiniilen 20 adet beyaz opak kolonileri olan, gram pozitif

basil izole edilmis ve ¢alismada degerlendirmeye alinmustir.

3.2.2. Vajinal LAB’nin izolasyonu ve idendifikasyonu

3.2.2.1. Vajinal LAB’nin Kismi karakterizasyonu

Izolatlarin kismi karakterizasyonu; Gram boyanma 6zellikleri ile katalaz testi
sonuglarina gore degerlendirilmistir. Gram boyama islemi i¢in MRS kati1 besiyerinde
gelistirilen kiiltlirlerden 6ze ile bir miktar alinarak bir damla steril su damlatilmig lama
esit bir sekilde yayilmasi saglanmistir. Havada kurutma isleminden sonra alevden 3-5
kez gegirilerek fiksasyon islemi tamamlanmis ve takiben Gram boyama islemi

gerceklestirilmistir.

Gram boyamada kullanilan c¢ozeltiler ve igerikleri EK 2’de verilmistir.
Boyamada ilk olarak lamin iizerine kristal viyole boyasit dokiilerek 1 dakika
bekletilmis ardindan distile su ile yikandiktan sonra liigol ¢6zeltisinde de 1-2 dakika
bekletilmistir. Tekrar distile su ile yikanmasmin ardindan 15 saniye boyunca saf
etanole tabi tutulmus ve yikanmis en son olarak da 30 saniye safranin boyasi ile
muamele edilmistir. Su ile yikanmasindan sonra lamlar kurumaya birakilmistir.
Kuruyan lamin iizerine immersiyon yagi damlatilarak izolatlarin morfolojisi ve gram
boyama Ozellikleri 100x biiyiitmeli 151k mikroskobunda (LEICA DM500)

gozlenmistir. Mor renkli olanlar Gram pozitif bakteri olarak degerlendirilmistir.

Katalaz testini gerceklestirmek i¢in, MRS agar besiyerinde gelistirilen
kolonilerin tizerine %3’liik H2O2 damlatilmig ve mikroskop altinda gaz kabarciklarinin
cikist gdzlemlenmistir®®. Calismada pozitif kontrol olarak S. aureus ATCC 25923 susu

kullanilmistir.
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3.2.2.2. Vajinal LAB’nin biyokimyasal testleri

Vajinal siiriintiilerden izole edilen LAB’nin biyokimyasal olarak
tanimlanabilmesi i¢in APl (Analytical Profile Index) 50 CHL test kiti (BioMerieux,
Inc., France) kullanilmistir'®. API 50 CHL tanimlama kiti; farkl1 biyokimyasal test
substratlarin1 dehidre olarak i¢eren 1 tanesi kontrol tiipii olmak tizere 50 adet mikrotiip
igcermektedir. Kit i¢eriginde bulunan 10 ml hacimdeki steril besi ortamina (API 50
CHL Medium) MRS sivi besiyerinde 37°C’de 18 saat aktiflestirilmis bakteri
kiiltiirlerinden aktarilarak bakteri siispansiyonu hazirlanmigtir. Bu  soliisyonun
yogunlugu hiicre dansitometre cihazi (DEN-1B McFarland Densitometer Biosan) ile
McFarland 2’ye ayarlanarak steril mikropipet yardimi ile 50 mikrotiipe inokiilasyon
islemleri yapilmistir. Daha sonra kuyucuklarin iistii mineral yag (BioMerieux) ile
kapatilarak 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
bromkresol moru indikatorii igeren mikrotiiplerdeki besi ortami renginin s6z konusu
karbonhidrat fermantasyonuna (asit liretimine) bagli olarak mordan sariya dontismesi
durumunda sonug pozitif, rengin degismemesi durumunda ise sonug negatif olarak
degerlendirilmistir. Eskiilin testi gerceklestirilen 25 nolu mikrotiipte ise besi ortami
renginin siyaha dontismesi durumunda sonug pozitif, aynt kalmast durumunda ise
sonug negatif olarak degerlendirilmistir. Inkiibasyonun 24. ve 48. saatlerinde, her test
icin kuyucuklardaki renk degisimleri pozitif (+), negatif (-) ve siipheli (?) olarak
kaydedilmistir. Kontrol sus olarak Lactobacillus rhamnosus Gorbach-Goldin (GG)
kullanilmistir. Sonuglar “API Identification Software (API Lab Plus Program,

bioMerieux)” programi kullanilarakdegerlendirilmistir.

3.2.2.3. Vajinal LAB’nin genotipik karakterizasyonu

Izole edilen suslarin 16S rDNA dizi analizine goére tanimlamalarinin
yapilabilmesi i¢in ilk olarak genomik DNA izolasyonu gerceklestirilmis ve agaroz jel
elektroforezinde goriintiilenmistir. Daha sonra izolatlarin 16S rDNA dizi analizine
gore tanimlanabilmeleri i¢in 16S ileri (5°-3) ve geri (3’-5’) primerleri kullanilarak
16S rDNA bolgesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilmis ve baz
dizileri belirlenerek elde edilen dizilerin veri tabaninda bulunan mikroorganizmalara

ait baz dizileri ile karsilastirilarak tanimlamalar1 yapilmustir.
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3.2.2.3.1. Vajinal LAB’nin genomik DNA izolasyonu

Tez calismamizda kullanilan suslarin genomik DNA izolasyonlar1 Thermo
Scientific GeneJET Genomic DNA Purification Kiti (Kit No: #K0721) kullanarak
gerceklestirilmistir. 37°C’de 18 saat siire ile gelistirilen aktif kiiltiirlerden 2 ml alinarak
5.000 x g’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij edildikten sonra iist s1vi ortamdan
uzaklastirilmis ve kit igeriginde belirtilen prosediir asamalarina gore islemler takip
edilmistir. Oncelikle ¢alismaya baslamadan &nce gram pozitif bakteriler icin liziz
buffer (20 mM Tris-HCI pH 8.0, 2 mM EDTA pH 8.0, %1.2 Triton X-100 ve 20
mg/mL lizozim) hazirlanmis ve bakteri pelletlerinin tizerine 180 ul eklenerek 37°C’de
30 dakika inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda pelletlerin ¢dziilmesinin
ardindan kit icerisinde yer alan liziz soliisyonundan 200 pl ve 20 ul Proteinaz K
eklenerek pipetleme islemi ile soliisyonlarin karigmasi saglanmistir. Ardindan her bir
ornek 1sitict kuru blok (IKA Dry Block Heater 1) igerisine yerlestirilerek 56°C’de 30
dk. inkiibasyona birakilmistir. Bu islem esnasinda 6rnekler 10 dk ara ile ters diiz
edilerek karismasi saglanmistir. Inkiibasyonun ardindan her bir rnege 20 pl RNase A
soliisyonu eklenerek vorteks yardimiyla iyice karigmasi saglanmis ve oda 1sisinda 10
dk bekletilmistir. Daha sonra {lizerine %50°lik etanolden 400 ul eklenerek
vortekslenmistir. Prosediiriin bir sonraki asamasinda hazirlanan lizatlar kit i¢erisinde
bulunan toplama tiiplerinin i¢ine yerlestirilmis DNA saflastirma kolonlarina aktarilmis
ve tizerine 500 ul Wash buffer I (etanol eklenmis) eklenerek 8000 x g’de 1 dk santrifij
edilmistir. Bu asamada prosediirde baz1 degisiklikler yapilarak bir sonraki agsama olan
Wash buffer Il eklenmemis DNA saflastirma kolonlarinda tutunmus olan DNAnin,
eliisyon buffer ile geri alimi iki seferde saglanmistir. Bu asamada her seferde 50 pl
eliisyon buffer eklenerek 12.000 x g’de 3 dk santrifiij edilerek toplamda 100 ul DNA
elde edilmistir. Elde edilen DNA daha sonraki ¢alismalarda kullanilincaya kadar -20

°C’de saklanmustir.

3.2.2.3.2. Vajinal LAB’nin agaroz jel elektroforezi

Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purification Kiti kullanimiyla
izole edilen DNA numunelerinin elektroforezleri % 1 agaroz (Sigma) iceren jelde

gerceklestirilmistir'®. Agaroz jel elektroforezi igin ncelikle 1 g agaroz 100 ml IXTAE
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(Tris Asetat EDTA) elektroforez tamponu igerisinde mikrodalga firin kullanilarak
¢ozilmiistiir. IXTAE tamponu 40XxTAE (1.6 M Tris Base, 40 M EDTA, pH 7.2) stok
soliisyondan gerekli seyreltmeler yapilarak hazirlanmistir. 40xTAE tamponun
hazirlanisi EK 2°de verilmistir. Jelin sicakligi yaklasik 40°C’ye kadar soguduktan
sonra %2 Etidyum bromit (10 mg/ml) ¢dzeltisi eklenmis ve homojen bir karigim
saglandiktan sonra taraklarin yerlestirilmis oldugu elektroforez tankina hava kabarcigi
kalmayacak sekilde yavasga dokiilerek, jelin polimerizasyonu igin yarim saat
beklenmistir. Siire sonunda elektroforez tankina, jelin yiizeyini kapatacak sekilde
“tampon ¢ozelti” (1XTAE) ilave edilmistir. Daha sonra jelde bulunan taraklar jelin
hasar gormemesine dikkat edilerek uzaklastirilmistir. -20°C’de saklanan DNA
ornekleri bir siire oda sicakliginda bekletildikten sonra 4 pl DNA numunesi iizerine 1
ul yiikleme boya c¢ozeltisi olan “looding dye” ilave edilerek mikropipet yardimiyla
DNA ornekleri kuyucuklara yiliklenmistir. DNA’nin  biiyiikligiini  belirlemek
amactyla jelin bir kuyucuguna da 2-10 kb’lik siiper sarmal DNA (scDNA) tanimlama
¢ozeltisi (Marker, Promega) yiikklenmistir. Yiikleme isleminden sonra tank kapatilarak
giic kaynagina baglanmig DNA 6rneklerinin 100 V’da 1.5 saat siireyle jelde yiirtimesi
saglanmistir. Siire sonunda jel elektroforez tankindan c¢ikarilarak jel goriintiileme

sisteminde UV 1sik altinda DNA 6rneklerinin jeldeki goriiniimii incelenmistir.

3.2.2.3.3. Vajinal LAB DNA’larimin PZR ile cogaltilmasi

Izole edilen DNA &rneklerindeki tekrarlayan, 16S rDNA dizi bolgeleri; 27F
ileri (5" AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG3') ve 1429R geri (3' GGT TAC CTT
GTT ACG ACT T5') universal primerleri kullanilarak, PZR islemi Thermo Fisher
Scientific Arktik Thermal Cycler 5020 cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. PZR
islemi i¢in 500 ul’lik PCR tiiplerine toplam hacim 50 pl olacak sekilde sirasiyla 31.6
ul molekiiler ¢aligmalar igin iiretilmis su, 5 ul PCR tamponu, 3 pl 1,5 mM MgCl2 (PCR
tamponu igerinde yoksa), 5 ul deoksiniikleotidtrifosfat (ANTP, Promega) karisimi
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP’lerden her birinin konsantrasyonu 200 uM olacak sekilde
hazirlanan karigim), 1 pl 16S geri ve 1 pl 16S ileri primerleri (her biri 0.2 pmol/ul) ile
3 ul kalip DNA, ve 0,4 ul 2 U Taq DNA polimeraz (Eppendorf) enzimi eklenerek
hazirlanmistir. Hazirlanan bu karisim PZR’in haznesine yerlestirildikten sonra

amplifikasyon islemi asagidaki gibi tamamlanmigtir'®,
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1. Denatiirasyon 95 °C’de 3dk

2. Primer eslesmesi 95 °C’de 45 sn
48 °C’de 45 sn 34 siklus
72 °C’de 2 dk

3. Primer uzamasi 72 °C’de 5 dk

3.2.2.3.4. Vajinal LAB’nin 16S rDNA bélgesinin baz dizisinin belirlenmesi

ve izolatlarin tanimlanmasi

Vajinal siiriintiilerden izole edilen LAB’nin dizi analizleri Macrogen
(Amsterdam, Hollanda) firmasi tarafindan yapilmistir. Dizi analizi sonuglari, BLAST
(Basic Local Alingment Search Tool) programi kullanilarak veritabanlar ile
karsilastirilmis ve tarama sonucunda dizinin hangi mikroorganizmaya ait oldugu
benzerlik yiizdesiyle belirlenmistir. Izolatlarin 16S rDNA bdlgesinin bazdizisi ve
BLAST tarama sonuglari EK 5’ da verilmistir. Tanimlanan suslarin evrimsel
akrabaliklarini belirlemek amaci ile olusturulan filogenetik agagc MEGAG6 (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) programi ile Jukes-Cantor Model algoritmasi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Filogenetik aga¢ olusumunda kullanilan sugslar ve

benzerlik oranlar1 EK 6’da verilmistir.

3.2.2.4. Vajinal LAB’nin probiyotik o6zelliklerinin belirlenmesi
3.2.2.4.1. Vajinal LAB’nin hemolitik aktivite testi

Izole edilen LAB nin hemolitik aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla, 37 °C’de
18 saat gelistirilen kiiltiirlerin, ticari olarak temin edilen ve %5 koyun kani igeren
Colombia-agar (bioMerieux, Inc. France) besiyerine ¢izgi ekimleri yapilmistir.
Kontrol bakterileri olarak E. coli ATCC 25922 ve S. aureus ATCC 29213
kullanilmistir. 37°C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan, kolonilerin etrafinda parlak-
yesil zon olusturan koloniler a-hemolitik, berrak zon olusturanlar f-hemolitik, zon

olusturmayanlar ise y-hemolitik olarak degerlendirilmistir'®.
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3.2.2.4.2. Vajinal LAB’nin asit ve safra toleransi

-Asidik tolerans: Tanimlamasi yapilan LAB’nin diisiik pH’da hayatta kalma
oran1 Maragkoudakis vd. (2006)!%7 tarafindan belirtilen yontemler modifiye edilerek
gerceklestirilmistir. Probiyotik karakterdeki mikroorganizmalarin midenin yiiksek
asitli ortamindan gecgerek bagirsaklara ulasabilme yetenegini belirlemek amaciyla
mide sivist kosullarina benzer bir ortam olusturulmaya calisilmistir. MRS sivi
besiyerleri 6nceden pH 5.7’ye (1 N HCI ve 1 N NaOH) ayarlanarak otoklavda sterilize
edilmistir. 5 ml MRS s1v1 besiyeri 18 saatlik aktiflestirilmis olan kiilttirler 3000 X g’de
15 dakika (4°C) santrifiij edilerek hiicreler ¢oktirilmistir. Cokelti sterilfosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi [phosphate-buffered saline (PBS)] ile iki kez yikanmis ve tekrar
yeniden fosfat tamponunda (pH 7.2) siispanse edilerek 8.5+9.1 log cfu/ml’ye
ayarlanmigtir. Daha sonra PBS tamponun pH’s1 2.0, 2.5 ve 3.0 olacak sekilde
hazirlanmis 3 farkli PBS tamponunda 37°C’de 3 saat inkiibe edilmistir. Kontrol i¢in
pH degeri 7.2 olan PBS kullanilmugtir. inkiibasyonun 0. ve 3. saatlerinde rneklerden
numune alinarak 107 diizeyine kadar seridiliisyonlardan gecirilerek seyreltilmis ve
MRS Kkat1 besiyerlerine yayma ekimleri 3 paralel olacak sekilde yapilmistir. Suslarin
37°C’de 24-48 saat inkiibasyonun sonunda kontrol ve test gruplarindaki koloniler
sayilarak, log cfu/mL olarak sayilar1 belirlenmis ve asagidaki formiilden % canlilik

oranlar tespit edilmistir.

X
% Canlilik = Xo x 100

X : Test grubu canli mikroorganizma sayisi

Xo: Kontrol grubu canlt mikroorganizma sayisi

-Safra tuzu tolerans:: izole edilen LAB’nin safra tuzuna kars: direng 6zelliginin
belirlenmesi amaciyla daha énceden %0.3, %0.5 ve %1 oraninda safra tuzu (oxgall,
Sigma) iceren MRS sivi besiyerleri hazirlanmis ve otoklavda 121°C’de 15 dakika
tutularak sterilize edilmistir. 5 ml besiyeri i¢inde bir gece aktiflestirilmis olan kiiltiirler
10.000x g’de 5 dakika 4°C’ de santrifiij edilerek {ist faz uzaklastirilmis ve ¢okelti PBS

(pH 7.2) ile iki sefer yikanmig ve tekrar yeniden fosfat tamponunda siispanse edilerek
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8.5-9.1 log cfu/ml’ye ayarlanmistir. Ardindan farkli oranlarda safra tuzu igeren MRS
stvi besiyerine 100 pl asilama yapilmustir. Kiltiirler 37°C’de 3 saat inkiibatorde
bekletilmistir. inkiibasyonun 0. ve 3. saatlerinde 6rneklerden numune alinarak 107
diizeyine kadar seri diliisyonlardan gegirilerek seyreltilmis ve MRS kat1 besiyerlerine
yayma ekimleri 3 paralel olacak sekilde yapilmistir. Suslarin 37°C” de 24-48 saat
inkiibasyonun sonunda kontrol ve test gruplarindaki koloniler sayilarak, log cfu/mL
olarak sayilar1 belirlenmis ve asagidaki formiilden % canlilik oranlar1 tespit

edilmistiri68.169,

X
% Canlilik = %5 x 100

X : Test grubu canli mikroorganizma sayist

Xo: Kontrol grubu canli mikroorganizma sayisi

3.2.2.4.3. Vajinal LAB’nin pH degisimi iizerine etkisi

MRS sivi besiyerinde (pH 6.5) 37°C’de 18 saat gelistirilmis bakteri
kiiltiirlerinin asidik pH’sin1 belirlemek amaci ile bakteri kiiltiirlerinin pH’s1 pH metre
(HANNA instruments HI 2211 pH/ORP Meter) ile dl¢iilmiistiir®®. Olgiimler 3 tekrarh

olarak gerceklestirilmistir.

3.2.2.4.4. Vajinal LAB’nin laktik asit miktarlarinin belirlenmesi

MRS s1v1 besiyerinde 37°C’de 18 saat gelistirilmis LAB kiiltiirlerinin laktik
asit iretim miktarlarini belirlemek amaci ile klinik kimya cihazinda (Abbott Architect
C8000) laktik asit miktarlar1 tespit edilmistir. Olgiimler 3 tekrarli olarak

gergeklestirilmistir.
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3.2.2.4.5. Vajinal LAB’nin antibiyotik duyarhliklarimin belirlenmesi

LAB’nin duyarlilik testi agar disk diflizyon yontemine gore belirlenmistir.
Izole edilmis LAB 37°C’de MRS siv1 besiyerinde art arda iki kez aktiflestirilmistir.
Aktiflestirilen kiiltiirlerin yogunlugusteril tuzlu su igeren tiiplerde 0.5 McF’a (625nm
absorbans= 0,08-0,1) ayarlanmis ve MRS agar plaklarina aktarilarak steril drigalski
spatiilii ile MRS agar iizerine homojen bir sekilde yayilmasi saglanmistir. Petri plaklar
bir siire oda 1sisinda bekletildikten sonra plaklara uygun araliklar ile diskler
yerlestirilmis ve 37 °C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
stiresinin sonunda antibiyotik disklerinin etrafinda olusan zonlarin ¢aplari kumpas ile
milimetrik olarak Ol¢iilmiistiir. Suslarin antibiyotik duyarlhilik diizeyleri NCCLS
(Klinik Laboratuvar Standartlar1 Ulusal Komitesi) kriterlerine gore yapilmis ve
degerlendirilmistir. Standartlara gore Direngli (R), Yar1 hassas (I) ve Hassas (S) olarak
degerlendirilmistir®. E. coli ATCC 25922 pozitif kontrol sus olarak kullanilmistir.

Calismada kullanilan antibiyotik diskler (Oxoid) vancomycin (VA) 30 (mcg),
teicoplanin (TEC) 30 mcg, penicillin (P) (10U), ampicillin (AM) (10 mcg),
tetracycline (TE) (30 mcg), rifampin (R) (5 mcg), chloramphenicol (C) (30 mcg),
eritromisin (E) (15 mcg), ciprofloxacin (CIP) (5 mcg), gentamisin (CN) (10 mcg)
cefazolin (CZ), 30 mcg, clindamycin (DA) 2 mcg, tobramiycin (TOB) 10 mcg,
amikacin (AK) 30 mcg, cefoperazone (CEP) 75 mcg, aztreonam (ATM) 30 mcg,
streptomycin (S) 300 mcg, netilmicin (NET) 10 pg, imipenem (IMP) 10 mcg ve
ceftazidime (CAZ) 30 mcg seklindedir.

3.2.2.4.6. Vajinal LAB’nin patojen mikroorganizmalar iizerindeki

antagonistik aktivitesinin belirlenmesi

LAB’nin klinik olarak 6nemi olan insan patojenlerine karsi antagonistik
aktivitesi kuyu difiizyon yontemiyle belirlenmistir. Calismada indikator sus olarak B.
cereus (709) Roma, B. cereus CU1065, B. subtilus ATCC 6633, C. albicans ATCC
90028, C. albicans 10098, C. albicans Y-1200-NIH, C. tropicalis ATCC 13803, E.
coli ATCC 25922, E. faecalis ATCC 29212, K. pneumoniae ATCC 13883, P.
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aeruginosa ATCC 27853 ve S. aureus ATCC 29213 tip suslarinin yaninda Ahi Evran
Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesine iirogenital enfeksiyon sikayeti ile gesitli
polikliklere basvuran hastalarin idrarlarindan izole edilen patojen bakterilerde
kullanilmistir. Bu bakteriler Ahi Evran Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda izole edilen bakteriler olup Candida glabrata AEU1, E. coli AEU2,
E. coli AEU3 (GSBL+), E. faecalis AEU4, K. pneumoniae AEUS3, P. mirabilis AEUS,
S. aureus AEU7 (MRSA) suslarindan olusmaktadir.

LAB 37°C’de MRS siv1 besiyerinde art arda iki defa aktiflestirilmistir. Aktif
kiiltiirler 10.000 x g’de 7 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda elde edilen
slipernatant steril sartlarda 0.45 pm’lik (Milipore, USA) disposable filtreden

gecirilerek mikrofiltrasyon yolu ile sterilize edilmistir.

Patojen test bakterileri uygun besiyerlerinde 37°C’de MRS siv1 besiyerinde 18
saat aktiflestirildikten sonra kiiltiirlerin son konsantrasyonu 1 x 10° CFU/mL olacak
sekilde Mueller Hinton Agar (Merck) ve Potato Dextrose Agar (Merck) besiyerlerine
steril drigalski spatiilii ile homojen bir sekilde yayilmasi saglanmistir. Ekimleri yapilan
kiiltlir plaklarinin izerine 6 mm ¢apinda kuyucuklar agilmistir. LAB’inden elde edilen
steril slipernatantlardan 100 pL alinarak, acilan kuyucuklara aktarilmigtir. Plaklarin 2
saat oda 1sisinda bekletilmesinin ardindan bakteriler 37°C’de ve mayalar 30°C’de 24
saat inkiibasyona birakilmistir. Antimikrobiyal aktivite, kuyucuklarin ¢evresinde
olusan zon ¢apmin mm olarak Ol¢iilmesiyle ve {i¢ calismanin ortalamasinin

alinmasiyla degerlendirme yapilmigtir®>%17°,

3.2.2.4.7. Vajinal LAB’nin hidrojen peroksit iiretim yeteneklerinin

belirlenmesi

LAB’nin hidrojen peroksit iiretim yeteneklerini semikantitatif olarak
belirlemek amaciyla Wilks vd. (2004)!"* énermis olduklar1 ydntem kullanilmustir.
MRS s1vi besiyerinde 37°C de 24 saat gelistirilen kiiltiirlerden 100 uL alinarak MRS
kat1 besiyerine c¢izgi ekimleri gerceklestirilmis ve 37°C de 48 saat inkiibasyona

birakilmistir. Segilen koloniler (Quantofix Peroxide, Germany) peroksidaz igeren

55



sitripler ile muamele edilmis ve test stripinde mavinin farkli tonlarinda elde edilen
goriinti, lireticinin tavsiye ettigi renk skalasi ile kiyaslanarak yapilmistir. Sonuglar test
kiti tizerinde belirtilen negatif, 1-3, 3-10, 10-30 ve 30-100 mg/L test araliklar1 gz

Oniine alinarak degerlendirilmistir.

3.2.2.4.8. Vajinal LAB’nin Kkolesterol asimilasyon kapasitelerinin

belirlenmesi

LAB’nin kolesterol asimilasyon kapasitelerinin belirlenmesi amaci ile Ahi
Evran Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesine bagvuran ve serum kolesterol
seviyesi 250-300 mg/dL olan hastalarin serumlar1 toplanmistir.% 0.3’liik (Oxgall,
Sigma) safra tuzu igeren MRS sivi besiyerlerine son konsantrasyonu 100 mg/mL
olacak sekilde 0.45 pm’lik disposable filtreden gegirilerek mikrofiltrasyon yolu ile
sterilize edilmis (Milipore, USA) kolesterol eklenmistir. Hazirlanan karisim steril
tiiplere dagitilmis ve ardindan bir gece onceden aktiflestirilmis kiiltiirlerden 100 pl
alinarak tiiplere inokiile edilmistir. Kiiltiirler 37°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda hiicreler 4°C’de 5,000 x g’de 10 dakika santrifiij edilerek
stipernatant kisimlart steril ependorf tiiplerine alinmistir. Calismada kontrol olarak
bakteri hiicresi inokiile edilmemis % 3’liikk safra tuzu ve kolesterol igeren 6rnek
kullanilmistir. Olgiim degerleri Ahi Evran Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi
Biyokimya Laboratuvarinda Cobas 8000 (Roche, USA) cihazinda gergeklestirilmistir.
S1v1 besiyerinde giderilen % kolesterol miktari, 6rneklerin inkiibasyon dncesindeki
kolestrol miktar1 ile inkiibasyon sonrasi kolesterol miktar1 karsilastirilarak asagidaki

formiile gore hesaplanmistir.

[k kolesterol — Son kolesterol
ilk kolesterol

Kolesteol azalma oram (%) = x 100

Ilk kolesterol: Bakteri hiicresi inokiile edilmemis % 3’lik safra tuzu ve
kolesterol igeren besiyeri.

Son kolesterol: % 3’liikk safra tuzu ve kolesterol igeren besiyerine bakteri
hiicresi inokiile edilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan besiyerinde kalan

koleterol miktari
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3.2.2.4.9. Vajinal LAB’nin enzim profillerinin belirlenmesi

MRS besiyerinde 18 saat gelistirilen kiiltiirler 10.000 x g’ de 10 dk santrifiij
edilip s1v1 kisim uzaklastirildiktan sonra, 2 mL steril tuzlu su (% 0,89 NaCl) solusyonu
ile slispanse edilen bakteri kiiltiirlerinden 5-6 McFarland standardi bulanikliginda
bakteri siispansiyonlar1 hazirlanmistir. API ZYM Kiti (Biomerieux, France) icerisinde
bulunan enzim emdirilmis striplerdeki kuyucuklarin igerisine hazirlanan
stispansiyondan 65 pL ilave edilerek kitler 37°C’de 4-5 saat inkiibasyona birakilmistir.
Kit icindeki test edilen enzimlerin listesi Tablo 3.2°de gosterilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda kuyucuklarin igerisine, sirasiyla, 1 damla ZYM A ve 1 damla ZYM B
reaktifleri damlatilarak 5 dk bekletilmis ve 10 sn 1000 W 1sik kaynagi altinda

2

tutulmustur'’?.  Striplerdeki renk degisimleri ve yogunluklar1 diretici firmanin

Onerilerine gore degerlendirilmistir.

Tablo. 3.2. API-ZYM ile test edilen enzimlerin listesi
API-ZYM Test Kitinde Bulunan Enzimlerin Numara Karsiliklar:

1 Kontrol 11  Asit fosfataz

2 Alkalen fosfataz 12 Naftol -AS-BI- fosfohidrolaz

3 Esteraz (C 4) 13 a- Galaktosidaz

4 Esteraz lipaz (C 8) 14 [-Galaktosidaz

5 Lipaz (C 14) 15 - Glukuronidaz

6 Lésin arilamidaz 16 o- Glukozidaz

7 Valin arilamidaz 17 B-Glukozidaz

8 Sistin arilamidaz 18 N-Asetil-B- glukozaminidaz

9 Tripsin 19 a- Mannosidaz

10 a- Kimotripsin 20 a- Fukosidaz

3.2.2.4.10. Vajinal LAB’nin otoagregasyon ve koagregasyon o6zelliklerinin

belirlenmesi

Saglikli  kadmlarin vajinal mikroflorasindan izole edilen LAB’nin
otoagregasyon &zelliginin belirlenmesinde Juarez Tomds vd. (2005)'" tarafindan

uygulanan yontem kullanilmistir. %1 oraninda MRS siv1 besiyerine inokiile edilen
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kiiltirlerin 37°C” de 18 saat aktiflestirilmesinin ardindan 6000 x g’ de 15 dakika
santrifiij edilmistir. Cokelti iki kez PBStamponu (pH 6.2) ile yikandiktan sonra 600
nm’de optik dansite (OD) 0.6 olacak sekilde ayarlandiktan sonra ayn1 PBS ile yeniden
stispanse edilmistir. Bu sekilde 4 ml olacak sekilde hazirlanan kiiltiirler 10 saniye
vortekslenerek, otoagregasyon ozelligini tespit etmek icin 4 saat siiresince oda
sicakliginda hareket ettirmeden bekletilmistir. Her saat baslarinda kiiltiirlerin iist
kisimdan 0.1 ml alinarak 3.9 ml MRS siv1 besiyeri ile seyreltilerek kiiltiiriin bekletme
oncesi ve bekletme sonrasi1 OD’leri 600nm’de UV spektrofotometrede (Thermo
Scientific Evolution 60S UV Spektrofotometre) okunmustur (Judrez Tomas, 2005)*7.

Otoagregasyon i¢in kullanilan formiil agagidaki sekildedir.

OD baslangic — ODson
Otoagregasyon (%) = 0D baslangic x 100

ODpaglangic: Otoagragasyonun baglangi¢c zamani (t=0)

ODson: Her saat sonundaki OD deger (t =1, 2, 3, 4).

Koagregasyon oOzelliginin belirlenmesinde de otoagregasyon yonteminde
oldugu gibi Juarez Tomas vd. (2005)'7® tarafindan verilen yontem kullanilmistir. %1
oraninda MRS besiyerine inokiile edilen kiiltirler 37°C* de 18 saat inkiibasyona
birakilmistir. Ardindan 6000g” de 15 dakika santrifiij edilerek iki kez PBS ile
yikanmasinin ardindan 600 nm’de optik dansite (OD) 0.6 olacak sekilde MRS
besiyerinde ¢oziilmiistiir. Koagragasyon yetenegini belirlemek i¢in kullanilacak olan
patojen  bakterilerin  hiicre  silispansiyonlarida uygun sivi  besiyerlerinde

aktiflestirildikten sonra ayni sekilde hazirlanmistir.

Koagregasyon i¢in Candida albicans ATCC 10231, Escherichia coli ATCC
25922 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 numarali suslar kullanilmustir.
Patojen her susdan 2 ml alinarak diger hiicre siispansiyonu ile esit miktarda
karistirilarak, 15 saniye vortekslenmis ve koagregasyon ozelligi i¢in 4 saat siiresince
oda sicakliginda hareket ettirmeden bekletilmistir. Her saat basinda iist fazdan 0.1 ml
alinarak 3.9 ml MRS sivi besiyeri ile seyreltilerek kiiltiiriin bekletme o6ncesi ve

bekletme sonrasi optik yogunluklari 600nm’ ye ayarlanmis spektrofotometrede
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(Thermo Scientific Evolution 60S UV Spektrofotometre) okunmustur. Koagregasyon

yiizdesinin belirlenmesinde asagidaki formiil kullanilmistir.

Koagregasyon % = (AX+ AY/2) - Ax+Y) x 100
gregasyon o AX + AY/2

x ve y: Kontrol tiiplerindeki 2 tiir

x+y: Karigim

3.2.2.4.11. Vajinal LAB’nin iiroepitelyal hiicrelere baglanmasi

Uroepitelyal hiicreler Kirsehir ili, Ahi Evran Universitesi Egitim ve Arastirma
Hastanesine bagvuran epitel hiicre yogunlugu fazla olan saglikli kadinlarin idrarindan
elde edilmistir. idrarlar PBS ile iki kez yikanmis ve yaklasik olarak 0.5 McF’a
(625nm= 0.08-0.1) yogunlugu olacak sekilde PBS ile yeniden siispanse edilmistir. 1
gece onceden aktiflestirilmis LAB’de ayni sekilde PBS ile iki kez yikanarak PBS ile
yeniden bakteri yogunlugu 0.5 McF’a ayarlanmistir. Negatif kontrol olarak bakteri
kiiltiirii eklenmemis tiroepitelyal hiicre kullanilmigtir. Hazirlanan bakteri hiicreleri ile
tiroepitelyal hiicreler esit hacimler de karigtirilarak 37°C’de 3 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan epitel hiicrelere bagli olmayan bakterileri
elimine etmek karisimin PBS ile yikanmasinin ardindan tekrardan PBS ile siispanse
edilmistir. LAB’ nin epitel hiicrelere baglanma yeteneklerinin gozlemlenmesi amaci ile
PBS ile siispanse edilen epitel hiicrelerin Gram boyamasi yapilmis ve boyama yapilan
preparatlar 1s1k mikroskobu (Leica DM500) altinda 100x biiyiitmede gézlemlenmistir.
Bakteri hiicrelerinin epitel hiicrelere baglanma dereceleri +1 ile +4 arasinda

derecelendirilmistirt’.

3.2.2.5. Kanser hiicre hatlar: ve gelisim kosullar:

Saglikli kadinlarin vajinal mikrofloralarindan izole edilen biitiin suslarin
probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesinin ardindan suslarin sekresyon metabolitlerinin

tumor hiicreleri Uzerindeki antikanser aktivitesini belirlemek amaci ile HelLa ve Caco-
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2 hiicre hatlar1 kullanilmistir. Biitiin deneyler Ahi Evran Universitesi Molekiiler

Biyoloji ve Genetik Boliimii Hiicre Kiiltiiri Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.

HeLa hiicreleri rutin olarak %10’luk fétal bovin serum, gentamisin, penisilin
ve streptomisin antibiyotikleri igeren RPMI 1640 besiyerinde; Caco-2 hiicreleri ise L
glutamin, NaHCOg, Na piruvat, esansiyel olmayan aminoasit, %20 fotal bovin serum
iceren EMEM besiyerinde CO2’li inkiibatorede (Niive EC 160) gelistirilmistir. Biitiin
deneyler 37°C’ de %5 CO’li ortamda gergeklestirilmistir Merghoub vd. (2009)7.

Hiicre kiiltiirlerinin pasajlanmasi sirasinda hiicre hatlari, kiiltiir kabi ylizeyini
kapladik¢a besiyeri pipetlenerek atilmis ve kiiltiir kab1 ylizeyi PBS ile yikanmistir.
Daha sonra yikama tamponu uzaklastirilmis ve hiicre tipine bagli olarak 1-2mL 0.25%
Tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenerek 5 dakika boyunca hiicrelerin kiiltiir kab1 ylizeyinden
ve Dbirbirlerinden ayrilmasi saglanmistir. Tripsini inaktive etmek amaci ile 4-5mL
besiyeri eklenmis ve istenen oranda pasajlama yapilarak, hiicreler yeni kiiltiir

ortamlarina aktarilmistir'®.

3.2.2.6. Vajinal LAB’nin Kiiltiir siipernatantlarimin hazirlanmasi

Probiyotik 6zellige sahip suslarin HeLa ve Caco-2 hiicreleri iizerindeki anti-
proliferatif etkisi ya da sitotoksisitesinin degerlendirilmesi amaci ile suslarin
sekresyon metabolitlerinin liyofilizasyon islemi Ahi Evran Universitesi Miihendislik

Mimarlik Fakiiltesi Gida Miihendisligi B6liimii Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

Bakteri kiiltiir sispansiyonlarinin hazirlanmasi amaci ile durgun faz evresinde
olan kiilttirler (37°C’ de 18 saat inkiibasyonun ardindan) 5.000 x g’de 10 dk boyunca
santrifiij edilmistir. Bakteri siipernatantlar1 pellet kismindan ayrilarak pH’s1 7.2°ye
ayarlanmis ve 0.22 um’lik (Milipore, USA) filitrelerden gecirilerek sterilize edilmistir.
Steril edilen siipernatantlarin liyofilizasyon iglemi -58°C” de liyofilizasyon cihazinda
(Labfreez FD-10-R) gerceklestirilmistir'®® (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. Labfreez FD-10-R liyofilizasyon cihazinin goriintiisii

3.2.2.7. Vajinal LAB’nin XTT (Hiicre proliferasyon Kiti) testi

Vajinal LAB’nin HelLa ve Caco-2 hiicreleri tizerindeki anti-proliferatif etkisi
ya da sitotoksisitesinin degerlendirilmesi amaci ile XTT [(2,3-Bis (2-metoksi- 4-nitro-
5-sulfofenil)-2H-tetrazolyum), Biological Industries, Israil] kiti kullanilmustir.
Hiicreler 96 kuyulu plakalara ekilerek bir gece boyunca (24 saat) karbondioksit
inkiibatoriinde biiylitiilmiistiir. 24 saat sonra liyofilize edilen kiiltiir siipernatantlar1 72
saat hiicrelerle muamele edilmistir. Goreceli biiyiime miktarlari, kuyulara eklenen
XTT ajani (fenazin metosiilfat) ile saptanmigtir. Sekil 3.2’de XTT hiicre proliferasyon

kitinin sematik goriiniimii verilmistir!’®.

2/3 Seri diliisyon

nnooooo
6 | 7

Sekil 3.2. 96 kuyucuklu plak tizerinde XTT hiicre proliferasyon kitinin sematik
gorunumu
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4. BULGULAR

4.1. VAJINAL SURUNTULERDEN ELDE EDILEN LAB’NIN
IZOLASYONU

4.1.1. Vajinal LAB Secimi Yapilan Hastalar

Calismamizda kullanilan LAB saglikli kadinlarin vajinal bolgelerinden izole
edilmistir. Calismaya dahil edilecek hastalar son {i¢ ay i¢erisinde vajinal bir enfeksiyon
gecirmemis ve antibiyotik kullanmamus kisiler arasindan segilmistir. Se¢ilen drneklere
ait kisisel bilgiler Tablo 4.1’de verilmistir.

Tablo 4.1. Vajinal LAB’nin izole edildigi hastalara ait baz1 bilgiler

24 - - -
22 - - -
19 - - -
23 - - -
18 - - -
27 - - -
25 - - -
22 - - -
23 - - -
19 - - -
21 - - -
22 - - -
18 - - -
26 E = -
24 - - -
25 E = -
23 = = -
22 - - -
22 - - -
24 - - ;
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Tablo 4.1°de goriildiigii gibi segilen 20 adet izolatin elde edildigi hastalarin
bilgileri incelendiginde hastalarin ortalama 18-27 yaslar1 arasinda oldugu ve yas

ortalamasinin 22 oldugu gézlemlenmistir.

Secilen hastalardan alinan 60 adet vajinal siiriintii 6rnekleri Kirsehir Ahi Evran
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina getirilerek ayni giin
degerlendirilmeye alinmistir. Suslarin gelisimi icin MRS besiyeri kullanilmistir. MRS
kat1 besiyerine ¢ifterli ekimleri gergeklestirilen 6rnekler anaerobik jar kavonozlarinin
icinde 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. izolatlarin koloni morfolojisi,
Gram reaksiyonlar1 ve katalaz aktiviteleri incelenmis ve degerlendirme sonucunda
LAB oldugu diisliniilen Gram pozitif basil, saf, beyaz, opak goriiniimlii ve saf olan 20

adet izolat se¢ilmistir.

4.1.2. Vajinal LAB’nin Morfolojik Karakterizasyonu

Vajinal siiriintiilerden elde edilen izolatlarin Gram boyama islemleri yapilarak
100x biiyiitmeli 151k mikroskobunda gozlemlenmistir. Sekil 4.1°de gorildiigi gibi
LAB grubunda yer alan Lactobacillus spp. tiirlerinin uzun g¢ubuk sekilli oldugu
gozlemlenirken Pediococcus acidilacitici tiirii kok sekilli, tetrad yapida ve mor renkte

oldugu gozlemlenmistir. Biitiin suglar Gram pozitif olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 4.1. Vajinal mikrofloradan izole edilen 7 farkli tiiriin gram boyama goriintiileri;
A: L1: L. paracasei, B: L9: L. plantarum, C: L5: L. crispatus, D:L7: P. acidilactici, E:
L11: L. gassei, F: L14: L. acidophilus, G: L15: L. rhamnosus.

4.1.3. Vajinal LAB’nin Biyokimyasal Karekterizasyonu

Vajinal siiriintiilerden izole edilen LAB’nin biyokimyasal olarak
tanimlanabilmesi i¢in APl 50 CHL test kiti kullanilmistir. Sekil 4.2°de baz1 suslara ait
API1 50 CHL test kiti goriintiileri, Tablo 4.2°de LAB’nin API 50 CHL sonuglari, Tablo

4.3’de API 50 CHL sonuglarina gére tanimlanan suslarin listesi verilmistir.
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Sekil 4.2. Vajinal mikrofloradan izole edilen bazi suslara ait 24. saat AP1 50 CHL test
Kiti gortintiileri; A: 0. saat kit gorlintiisii, B: L1, C: L5, D:L6, E: L12, F: L21.
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Tablo 4.2. Vajinal LAB’nin API 50 CHL sonuglari
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Tablo 4.3. Vajinal LAB’nin API 50 CHL sonucuna gore tanimlama sonuglari

izolat Tammmlama Sonucu %
Kodu
L1 Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 1 99.9
L2 Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 1 99.9
L3 Lactobacillus paracasei 97.6
L5 Lactobacillus plantarum 1 99.5
L6 Lactobacillus rhamnosus 92.6
L7 Lactobacillus rhamnosus 935
L8 Lactobacillus rhamnosus 92.1
L9 Lactobacillus plantarum 1 99.2
L10 Lactobacillus gasseri 92.6
L11 Lactobacillus rhamnosus 934
L12 Lactobacillus rhamnosus 94.2
L13 Lactobacillus rhamnosus 93.8
L14 Lactobacillus gasseri 89.7
L15 Lactobacillus rhamnosus 98.6
L16 Lactobacillus plantarum 1 99.7
L17 Lactobacillus plantarum 1 99.8
L18 Lactobacillus plantarum 1 99.7
L19 Lactobacillus plantarum 1 99.7
L20 Lactobacillus paracasei 99.9
L21 Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 1 98.7

4.1.4. Vajinal LAB’nin Genotipik Karakterizasyonu

Izolasyonu gergeklestirilen suslarin DNA’st Thermo Scientific GeneJET

Genomic DNA Purification Kiti kullanilarak elde edilmistir. PZR iiriinlerinin agaroz

jel elekroforezindeki goriintiisii Sekil 4.3’de verilmistir.
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Sekil 4.3. Vajinal LAB’ne ait PZR iiriinlerinin 1600 b¢ uzunlugundaki 16S rDNA gen
bolgesi. M*: Markir, K**: Pozitif kontrol, N***: Negatif kontrol

Cogaltilan bu 16S rDNA bdélgelerinin dizi analizi sonucunda elde edilen baz
dizileri NCBI BLAST veri tabaninda gerceklestirilen karsilastirmali analiz neticesinde
kesin taniya varilmistir. Suslarin dizi analiz sonuglar1 EK5’de verilmistir. 16S rDNA
dizi analizi sonucunda elde edilen veriler ile APl 50 CHL kit sonucunda elde edilen

verilerin karsilastirilmali tablosu Tablo 4.4’de verilmistir.
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Tablo 4.4. Vajinal LAB’nin API 50 CHL ve 16S rDNA gen bolgesi dizi analizi

sonucuna gore elde edilen tiirlerin karsilagtiriimali tablosu

Sus API 50 CHL 16S rDNA
Numarasi Sonuglar: Dizi Analizi Sonuglar:
L1 Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 1  Lactobacillus paracasei
L2 Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 1  Lactobacillus paracasei
L3 Lactobacillus paracasei Lactobacillus paracasei
L5 Lactobacillus plantarum 1 Lactobacillus crispatus
L6 Lactobacillus rhamnosus Pediococcus acidilactici
L7 Lactobacillus rhamnosus Pediococcus acidilactici
L8 Lactobacillus rhamnosus Lactobacillus rhamnosus
L9 Lactobacillus plantarum 1 Lactobacillus plantarum
L10 Lactobacillus gasseri Lactobacillus gasseri
L11 Lactobacillus rhamnosus Pediococcus acidilactici
L12 Lactobacillus rhamnosus Lactobacillus rhamnosus
L13 Lactobacillus rhamnosus Lactobacillus rhamnosus
L14 Lactobacillus gasseri Lactobacillus acidophilus
L15 Lactobacillus rhamnosus Lactobacillus rhamnosus
L16 Lactobacillus plantarum 1 Lactobacillus plantarum
L17 Lactobacillus plantarum 1 Lactobacillus spp.
L18 Lactobacillus plantarum 1 Lactobacillus plantarum
L19 Lactobacillus plantarum 1 Lactobacillus plantarum
L20 Lactobacillus paracasei Lactobacillus paracasei
L21 Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 1  Lactobacillus plantarum

16S rDNA dizi analizi sonucunda elde edilen sonuglar biyokimyasal tanimlama

sonuclart ile karsilastirildiginda, baz: tiirlerin uyusmadigi goriilmektedir. L. plantarum

ve L. rhamnosus suslarinin genellikle API ve dizi analizi sonuglari ile uyustugu

gortiliirken P. acidilactici suslarinin API sonucunda L. rhamnosus olarak tanimlandigi

goriilmistiir. Yine benzer olarak 16S rRNA dizi analizinde L. paracasei olarak

belirlenen 4 tiir arasindan APl sonucunda ii¢ susun L. paracasei ssp. paracasel, iki

susun da L. paracasei olarak belirlendigi gdzlemlenmistir. Izolasyonun ilk
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asamasindan beri uygulanan morfolojik ve biyokimyasal uygulamalar 16S rDNA dizi
analizinden elde edilen sonuglar ile kesinlestirilmis olup tanimlanan tiirlerin sus
numaralar1 ve GenBank accesion numaralari Tablo 4.5’de suslarin filogenetik agag

tizerindeki goriintimleri ise Sekil. 4.4’de verilmistir.

Tablo 4.5. DNA dizi analizi sonucunda tanimlanan vajinal LAB’nin sus numaralari
ve GenBank accesion numaralari

Sus Ad1 Sus GenBank Baz sayis1
Numaralar numaralari
1 Lactobacillus paracasei L1 MF155761 1430
2 Lactobacillus paracasei L2 MF155762 1430
3 Lactobacillus paracasei L3 MF155763 1437
4 Lactobacillus crispatus L5 MF155765 1426
5 Pediococcus acidilactici L6 MF155766 1453
6 Pediococcus acidilactici L7 MF155767 1381
7 Lactobacillus rhamnosus L8 MF155768 1379
8 Lactobacillus plantarum L9 MF155769 1438
9 Lactobacillus gasseri L10 MF155770 1372
10 Pediococcus acidilactici L11 MF155771 1393
11 Lactobacillus rhamnosus L12 MF155772 1433
12 Lactobacillus rhamnosus L13 MF155773 1344
13 Lactobacillus acidophilus L14 MF155774 1433
14  Lactobacillus rhamnosus L15 MF155775 1375
15 Lactobacillus plantarum L16 MF155776 1441
16 Lactobacillus spp. L17 MF155777 1437
17 Lactobacillus plantarum L18 MF155778 1411
18 Lactobacillus plantarum L19 MF155779 1438
19 Lactobacillus paracasei L20 MF155780 1435
20 Lactobacillus plantarum L21 MF155781 1368
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Lactobacillus plantarum subsp. argentoratensis DKO 22/ AJ640078
Lactobacillus sp. L9
Lactobacillus sp. L18
56| Lactobacillus sp. L21
- Lactobacillus sp. L19
Lactobacillus sp. L16
Lactobacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917/ ACGZ01000098
L Lactobacillus paraplantarum DSM 10667/ AJ306297
Pediococcus pentosaceus DSM 20336 /JQBF01000022
Pediococcus stilesii LMG 23082/ AJ973157
Pediococcus acidilactici DSM 20284 /GL397069

94

Pediococcus sp. L11

Pediococcus sp. L7

99 I Pediococcus sp. L6
Lactobacillus rhamnosus JCM 1136 /BALT01000058
Lactobacillus sp. L15

& Lactobacillus sp. L13

99 | Lactobacillus sp. L8

Lactobacillus sp. L12

Lactobacillus sp. L17
Lactobacillus zeae ATCC 15820 /D86516

100
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ATCC 25302/ ACGY01000162
Lactobacillus sp. L2

Lactobacillus sp. L1

Lactobacillus casei BL23/ FM177140 99.72

64 | Lactobacillus sp. L20

Lactobacillus paracasei subsp. tolerans JCM 1171 /D16550

Lactobacillus sp. L3

90 - Lactobacillus sp. L10
52| L Lactobacillus gasseri ATCC 33323 /CP000413
100 1| actobacillus taiwanensis DSM 21401/ AYZG01000031
Lactobacillus johnsonii ATCC 33200/ ACGR01000047

Lactobacillus gallinarum JCM 2011/BALB01000057

100

100 | Lactobacillus sp. L14

100 Lactobacillus acidophilus CIP 76.13/ CBLQ010000054

Lactobacillus kitasatonis JCM 1039 /BALU01000027
Lactobacillus amylovorus DSM 20531/ AZCM01000082
Lactobacillus sp. L5

100 'L actobacillus crispatus DSM 20584/ AZCW01000112

0.0100

Sekil 4.4. Vajinal mikrofloradan izole edilen suslarin yakin iligkili tiirler ile Jukes —
Cantor modele dayali fiolgenetik aga¢ goriintiisii

16S rDNA gen bolgesi dizi analizi sonuglarina gore vajinal mikrofloradan izole
edilen 20 adet susdan 7 farkli tiir elde edilmistir. Caligmamizda en sik goriilen tiirii
%25 oranla L. plantarum olusturmustur. Bu susu %20 oranla L. rhamnosus ve L.
paracasei, %15 oranla P. acidilacitici ve %5 oranla L. gasseri, L. acidophilus, L.
crispatus ve L. spp. suslar1 takip etmektedir. Se¢ilen 20 adet sustan sadece bir tanesinin
tiir diizeyinde tanimlamas1 yapilamamis ve L. spp. olarak isimlendirilmistir. Suslarin
tamami daha onceki ¢aligmalar ile kanitlanmis vajinal mikroflora iiyeleridir'. Elde

edilen suslarin dairesel grafikteki gosterimi Sekil 4.5’de sunulmustur.
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L. spp.
L. acidophilus 0/21;13

%5 L. plantarum

%025

L. crispatus

L. gasseri
%S

T—
P. acidilactici
%15
L. rhamnosus
%20

L. paracasei
%20

Sekil 4.5. 16S rDNA gen boélgesi dizi analizi sonuglarina gore LAB’nin tiir
diizeyindeki dagiliminin dairesel grafik iizerindeki gortiniimii

4.2. VAJINAL LAB’NIN PROBIYOTIiK OZELLIKLERININ
BELIRLENMESI

4.2.1. Vajinal LAB’nin Hemolitik Aktivite Testi

Tanimlanan suslarin hemolitik aktivite testinde kontrol sus olarak kullanilan
Escherichia coli ATCC 25922’nin bulundugu ortamlarda kolonilerin etrafinda parlak
yesil zon (a-hemolitik) olusurken, Staphylococcus aureus ATCC 29213un gelistigi
ortamda, kolonilerin etrafinda berrak zon (B-hemolitik) meydana geldigi tespit
edilmigtir. Probiyotik mikroorganizmalarin se¢iminde, hemolitik aktivitenin
belirlenmesi 6nemli bir kriter olup probiyotik olarak kullanim potansiyeli olan
mikroorganizmalarin, hemolize neden olmayan suslar olmasi gerekmektedir.
Calismamiz kapsaminda izole edilen suslarin tamaminda yesil zon gbzlenmis olup a-
hemolitiktir ve probiyotik olarak kullanim agisindan bir sorun teskil etmeyecegini
gostermektedir. Kontrol susda ve L11 susuna ait hemolitik zonlar Sekil 4.6’da
verilmistir. Calismamizda elde edilen veriler bu alanda yapilan ¢aligmalar ile benzerlik
gostermekte olup Maragkoudakis vd. (2006)' siit iiriinlerinden izole ettikleri
probiyotik karakterdeki LAB’nin a-hemolitik oldugunu bildirmislerdir.
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Sekil 4.6. Kontrol sus olarak kullanilan S. aureus ATCC 29213’un
kolonilerinin etrafinda olusan berrak B-hemolitik zon (a), L11 kodlu P. acidilactici
susun kolonilerinin etrafinda olusan yesil a- hemolitik zon (b)

4.2.2. Vajinal LAB’nin Asit ve Safra Toleransi

Vajinal siirlintiilerden izole edilen LAB’nin asit ve safra tuzlarina direng
ozelliklerinin belirlenmesinde suslar pH (pH 2.0, 2.5 ve 3.0) ayarli PBS'ye maruz
birakilarak in vitro bir deneyle degerlendirilmistir. Calismamizda elde edilen 20 adet
sus arasindan L. plantarum L9 suslariinpH 2.0 ortaminda 3. saat sonunda %32.9
oraninda canliligini koruyabildigi tespit edilirken diger 19 adet susun 3. saat sonunda

canliliklarimi kaybettigi belirlenmigtir.

Calismamizda L. plantarum L9 disinda pH 2.0°de canliligini siirdiiremeyen
suslarin pH 2.5 ortaminda canliligin1 korudugu tespit edilmis ve biitiin suglarin pH 2.5

ortaminda canli kalma orani ise %68.3 oraninda belirlenmistir.

Aragtirmada kullanilan tim suslarin 3 saat siireyle gerceklestirilen pH 3.0
uygulamasinda ortalama %90.3 oraninda canliliklarini koruduklar tespit edilmistir.
Ozellikle elde edilen veriler neticesinde Tablo 4.6’de goriildiigii gibi L. paracasei L2,
P. acidilactici L6, P. acidilactici L7, L. rhamnosus L8, L. plantarum L9, P.
acidophilus L11, L. rhamnosus L15, L. plantarum L18 ve L. paracasei L20 suslarinin
gastrik kosullarda canliligini yiiksek diizeyde stirdiirebildigi ve dolayisi ile sindirim
sistemine ulastiginda patojen bakterileri ile yarisma ve tutunma icin yeterli sayiyi

koruyabildigi saptanmustir.
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Nami vd. (2014b)!"" saghikli kadmlarin vajinal mikrofloralarindan izole
ettikleri L. plantarum 5BL susunun pH 3.0°de 3. saat sonunda %88 gibi yiiksek bir
oranda direngli oldugu tespit edilmis olup elde edilen bu sonu¢ g¢alismamizdaki

sonuglar ile benzerlik gostermektedir.

In-vitro kosullar altinda ince bagirsak sistemini simiile eden farkli oranlarda
safra tuzu konsantrasyonlarna L. plantarum L9, L. plantarum L16, L. plantarum L18,
L. plantarum L19 ve L. plantarum L21 suslarinin yiiksek oranda direngli oldugu
goriilmustiir. Bitiin L. plantarim suslarmin %0.3’liikk safra tuzu ortaminda oldukga
yiiksek olarak goriilen canlilik oranlarinin %0.5 ve %1°lik ortamlarda da yiiksek

oldugu ve bazi suslarda ¢ok az bir diisiisiin oldugu tespit edilmistir.

Calismamizda L. paracasei L1, L. paracasei L2, L. paracasei L3, L. crispatus
L5, L. gasseri L10, L. acidophilus L14 suslarinin ve L. paracasei L20 suslarmnin
9%0.3’lik safra tuzu ortaminda 3. saatin sonunda ortalama %75.9 oraninda canlilik
tespit edilirken L. paracasei L1, L. gasseri L10 ve L. paracasei L20 suslarinin %0.5’lik
safra tuzu ortaminda canliliklarimi yitirdikleri goriilmiistiir. L. paracasei L2, L.
paracasei L3, L. crispatus L5 ve L. acidophilus L14 suslarinin ise %0.5’1lik safra tuzu
ortamindaki hayatta kalma oranlari ise ortalama %064.0 dir. Bu suslarin % 1’lik safra

tuzu ortaminda ise canliliklarini koruyamadiklar tespit edilmistir.

L. paracasei L1, L. gassei L10 ve L. paracasei L20 suslarnin ise sadece
%0.3’1iik safra tuzu ortaminda canliliklarini koruyabildigi tespit edilmistir. Bu suslar
disinda Tablo 4.7’de goriildiigii gibi diger biitiin suslarin biitlin safra tuzu ortamlarina

kars1 azalan oranda da olsa direngli olduklar1 belirlenmistir.

Bu alanda yapilan calismalar dikkate alindiginda caligmamiz kapsaminda
incelenen suslarin, diisiik pH degerlerine diren¢ Ozellikleri, yukarida tanimlanan
siirlar igerisinde olup elde edilen bu degerler suslarin mideden bagirsaklara gecisi

sirasinda canlihigim siirdiiriilebilmesi icin yeterli goriilmektedir'®t"’.
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Tablo 4.6. Vajinal LAB’nin diisiik pH ortamlarindaki canlilik diizeyleri

Farkh pH Degerindeki Ortamlarda 3. Saat Sonunda izolatlarm Canh Kalma Sayisi (log cfu/ml) ve Oram (%)

pH 2.0 pH 2.5 pH 3.0
Baslangic Uygulama % Canh Baslangi¢ Uygulama % Canh Baslangig Uygulama % Canh
L aktik asit bakterileri Sayisi Sonrasi Kalma Sayisi Sonrasi Kalma Sayisi Sonrasi Kalma
Say1 Oram Say1 Orani Sayl Oram
L. rhamnosus GG (Kontrol) 8.50 7.49 88.1 8.75 7.82 89.3 8.92 8.28 92.8
L. paracasei L1 8.86 - - 8.97 5.68 63.3 8.97 7.83 87.2
L. paracasei L2 8.92 - - 8.89 6.27 69.8 8.89 7.98 90.1
L. paracasei L3 8.64 - - 8.78 6.87 78.2 8.78 8.12 89.6
L. crispatus L5 9.10 - - 8.94 521 58.2 8.94 7.88 87.8
P. acidilactici L6 8.93 - - 8.96 6.85 76.4 8.66 7.95 91.8
P. acidilacitici L7 8.75 - - 8.68 5.76 66.3 8.98 8.16 90.8
L. rhamnosus L8 8.68 - - 8.75 5.56 63.5 8.75 8.29 94.7
L. plantarum L9 8.57 2.82 329 8.98 7.17 79.8 8.88 8.65 97.4
L. gassei L10 8.64 - - 9.03 6.32 69.9 9.03 8.11 89.8
P. acidilactici L11 8.91 - - 8.89 5.84 65.6 8.89 8.08 94.3
L. rhamnosus L12 8.95 - - 8.92 6.52 73.0 8.92 7.62 85.4
L. rhamnosus L13 8.67 - - 8.76 5.95 67.9 8.76 8.16 89.6
L. acidophilus L14 9.02 - - 9.01 6.28 69.7 9.01 8.07 89.5
L. rhamnosus L15 9.08 - - 9.04 597 66.0 9.04 8.24 92.5
L. plantarum L16 8.95 - - 8.94 6.58 73.6 8.94 8.11 90.9
L. spp. L17 8.93 - - 8.87 6.39 72.0 8.87 7.42 83.6
L. plantarum L18 8.98 - - 8.95 6.65 743 8.95 8.46 94.9
L. plantarum L19 8.79 - - 8.78 5.47 62.3 8.78 7.36 84.7
L. paracasei L20 8.89 - - 8.91 521 58.4 8.95 8.25 92.1
L. plantarum L21 9.01 - - 8.95 5.32 594 8.88 7.98 89.8
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Tablo 4.7. Vajinal LAB’nin farkli safra tuzlarindaki canlilik oranlari

Farkh Safra Tuzu Ortamlarda 3. Saat Sonunda izolatlarin Canh Kalma Sayisi (log cfu/ml) ve Oram (%)

Safra tuzu (%0.3)

Safra tuzu (%60.5)

Safra tuzu (%1)

Laktik asit bakterileri Baslangi¢ Uygulama % Canh  Baslangic  Uygulama % Canh Baslangic  Uygulama % Canh
Sayisi Sonrasi Kalma Sayis1 Sonrasi Kalma Sayisi Sonrasi Kalma
Say1 Oram Say1 Oram Say1 Oram
L. rhamnosus GG (Kontrol) 9.01 8.22 91.2 8.84 7.87 89.0 8.97 8.02 89.4
L. paracasei L1 8.87 7.65 86.2 8.68 - 0.00 8.72 - 0.00
L. paracasei L2 9.01 5.16 57.2 8.96 5.08 56.6 8.98 - 0.00
L. paracasei L3 8.85 7.42 83.4 8.86 6.42 72.4 8.96 - 0.00
L. crispatus L5 8.88 7.82 88.0 8.78 4.98 56.7 9.01 - 0.00
P. acidilacitici L6 8.67 6.95 80.1 8.69 5.89 67.7 8.97 5.45 60.7
P. acidilacitici L7 8.94 7.52 84.1 8.94 5.47 61.1 8.92 421 471
L. rhamnosus L8 8.79 6.86 78.0 8.91 4.82 54.0 9.00 4.78 53.1
L. plantarum L9 9.10 9.12 >100 9.05 9.02 99.6 9.06 7.96 87.8
L. gasseri L10 8.96 5.47 61.0 8.79 - 0.00 8.79 - 0.00
P. acidilacitici L11 8.74 7.45 85.2 8.94 5.46 61.0 8.75 5.23 59.7
L. rhamnosus L12 8.91 6.98 78.3 8.76 6.65 75.9 9.02 541 59.9
L. rhamnosus L13 8.85 7.05 79.6 8.98 5.00 55.6 8.97 5.07 56.5
L. acidophilus L14 8.96 7.49 83.5 8.87 6.26 70.5 8.98 - 0.00
L. rhamnosus L15 8.79 6.78 77.1 8.94 5.87 65.6 8.84 3.14 355
L. plantarum L16 9.11 9.08 99.6 9.08 9.05 99.6 9.06 7.93 87.5
L. spp. L17 8.97 6.97 1.7 8.96 5.46 60.9 8.97 3.16 35.2
L. plantarum L18 9.05 9.02 99.6 9.01 8.74 97.0 891 7.45 83.6
L. plantarum L19 9.04 9.12 >100 9.00 9.02 >100 8.96 7.79 86.9
L. paracasei L20 8.96 6.46 72.0 8.96 - 0.00 8.86 - 0.00
L. plantarum L21 9.06 9.10 >100 9.07 9.08 >100 9.01 7.94 88.1
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4.2.3. Vajinal LAB’nin pH Degisimi Uzerine Etkisi ve Laktik Asit

Miktarlarinin Belirlenmesi

MRS sivi besiyerinde 37°C’de 18 saat gelistirilmis olan bakteri kiiltiirlerinin
pH degisimi iizerine etkisi ve Abbott architect C8000 cihazinda olgiilen bakteri

kiiltiirlerinin iiretmis oldugu laktik asit miktarlar1 Tablo 4.8’de gosterilmistir.

Tablo: 4.8. MRS sivi besiyerinde 37°C’de 18 saat gelistirilmis olan vajinal LAB’nin
besiyerindeki pH degisimi lizerine etkisi ve lirettikleri laktik asit miktarlar

Laktik asit bakterileri pH Laktik asit miktar1 (mg/dL)
. rhamnosus GG (Kontrol) 4.,21+0.01 630+8
. paracasei L1 4,20+0.07 48945
. paracasei L2 4.06+0.01 61344
. paracasei L3 4,19+0.02 31543
. crispatus L5 4,53+0.02 650+5
. acidilacitici L6 4.14+0.04 682+7
. acidilacitici L7 4.11+0.03 815+6
. rhamnosus L8 4.25+0.08 535+5
. plantarum L9 4.02+0.04 630+8
. gasseri L10 4.48+0.01 33043
. acidilacitici L11 4.18+0.05 551+5
. rhamnosus L12 4.22+0.03 62314
. rhamnosus L13 4.40+0.05 620+6
. acidophilus L14 4.18+0.02 24543
. rhamnosus L15 4.32+0.04 56545
. plantarum L16 4.32+0.02 62542
.spp. L17 4.18+0.01 41247
. plantarum L18 4.08+0.06 514+6
. plantarum L19 4.10+0.04 466+8
. paracasei L20 4.21+0.02 418+7
. plantarum L21 4.11+0.01 35943

rrrrrrrrrrrr ‘o°vr- r r v govr - r -
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Calisma sonunda 37°C’de 18 saat gelistirilmis olan bakteri kiltiirlerinin
pH’sinin ortalama 4.21 oldugu goriilmiistiir. Elde edilen bu deger vajinal pH’nin

ortalama 3.8-4.2 arasinda oldugunu belirten galismalari kanitlar niteliktedir®.

Vajinal LAB’nin 37°C’de 18 saat gelistirilmis olan bakteri kiiltiirlerinde
goriilen laktik asit miktarlarinin ortalama 522.8 mg/dL oldugu ve en yiiksek laktik asit

tiretim kapasitesinin 815 mg/dL ile P. acidilacitici L7 susuna ait oldugu gorilmiistiir.

4.2.4. Vajinal LAB’nin Antibiyotik Duyarhhk Diizeylerinin Belirlenmesi

Suslarin antibiyotik direncliligi hiicre duvar sentezini, protein ve niikleik asit
sentezini inhibe eden antibiyotikler kullanilarak, disk diflizyon yontemi ile 37°C’de 18
saat inkiibasyonun ardindan 20 farkl1 antibiyotik disklerinin etrafinda olugan zonlarin
caplar Olgiilerek degerlendirilmis ve sonuglar CLSI (Clinical Laboratory Standards
Institute, ISSN 558-6502, 2015) kriterleri esas alinarak, Direngli (R), Yar1 hassas (1),

Hassas (S) olarak siniflandirilmis ve Tablo 4.9°da verilmistir.

Calismamizda hiicre duvar sentezini inhibe eden penisilin, ampisilin, sefazolin
ve imipenem antibiyotiklerine karsi biitiin suslarin duyarli olduklar1 goriiliirken
glikopeptit grubundan vankomisin ve teikoplanin antibiyotiklerine karsi 20 adet
susdan sadece dort sus (L. crispatus L5, L. gasseri L10, L. acidophilus L14 ve L.
plantarum L21) duyarh, diger biitiin suslar direngli bulunmustur. Sefalosporin
grubundan olan sefoperazon ve saftazidim antibiyotigine karsi ise direnglilik
dereceleri sustan susa farklilik gostermekle birlikte suslarin sefoperazon antibiyotigine

ortalama %75 ve seftazidime kars1 %35 oranlarinda direngli olduklart goriilmiistiir.

Calismamizda yine protein sentezini inhibe eden aminoglikozidler grubundan
gentamisin, tobramisin ve amikasin antibiyotiklerine kars1 biitiin suslarin direngli
oldugu goriiliirken, netilmisin antibiyotigine karsi sadece bir susun duyarls,

streptomisin antibiyotigine karsida suslarin %75’°nin duyarl oldugu goériilmiistiir.
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Ribozomlarin 50S alt iinitesine baglanarak protein sentezini inhibe eden
kloramfenikol ve eritromisin antibiyotiklerine kars ise biitiin suslarin duyarli olduklari
tespit edilmistir. Yine bu gruptan olan klindamisin antibiyotigine kars1 suslarin %40°1

duyarli, %25°1 direngli ve %35’ de yar1 hassas bulunmustur.

DNA giraz enzimini inhibe ederek niikleik asit sentezini inhibe eden kinolonlar
grubundan siprofloksasin antibiyotigine karsi suslarin %85’inin direngli, DNA'ya
bagimli RNA polimeraza baglanarak RNA sentezinin baslamasini inhibe eden
rifampin antibiyotigine suslarin %85’inin duyarli ve protein sentezini inhibe eden
tetrasiklinler grubundan tetrasiklin antibiyotigine kars1 da suslarin %80’inin duyarl
oldugu tespit edilmistir. Baz1 vajinal izolatlarin antibiyogram goriintiileri Sekil 4.7°de

verilmistir.

Calismamizda LAB izolatlarinin ampisilin, eritromisin, penisilin ve imipenem
antibiyotiklerine kars1 yiiksek duyarlilik gosterirken siprofloksasin ve teikoplanine
daha direncli, vankomisin, gentamisin, tobramisin ve amikasin antibiyotiklerine kars1
yiiksek direnglilik goézlemlenmistir. Yapmis oldugumuz calismada elde ettigimiz

vajinal LAB’nin antibiyotik direnc yiizdeleri Sekil 4.8’de verilmistir.

Daha o6nce yapilan ¢aligmalarda probiyotik karakterdeki LAB’nin vankomisin

)178

ve teikoplanine yiiksek oranda direngli oldugu Mackey vd. (1993)*°, ayrica

Lactobacillus’larin  genellikle aminoglikozidler, beta- laktam antibiyotikler,
sefalosporinler ve glikopeptit antibiyotiklerine kars1 direngli oldugu bildirilmistir’®.
Calismamiz sonucunda antibiyotiklere karsi elde edilen direng gostergelerinin bu

veriler ile benzerlik gosterdigi goriilmiistiir.
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Tablo 4.9. Vajinal LAB’nin antibiyotik duyarlilik profili
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*: Antibiyotikler: C: Chloramphenicol (30 mcg), E: Eritromisin (15 mcg), CIP: Ciprofloxacin (5 mcg), P: Penisilin(10 U), CN: Gentamicin (10 mcg), TE: Tetracycline (30 mcg), VA: Vancomycin (30 mcg), RA: Rifampicin
(5 mcg), TEC: Teicoplanin (30 mcg), AMP: Amfisilin (10 mcg), CZ: Cefazolin (30 mcg), DA: Clindamisin (2 mcg), TOB: Tobramycin (10 mcg), AK: Amikacin (30 mcg), CEP: Cefoperazone (75 mcg), ATM: Aztreonam
(30 mcg), S: Streptomycin (300 mcg), NET: Netilmicin (10 pg), IMP: Imipenem (10 mcg), CAZ: Ceftazidime (30 mcg), **: S: Hassas, I: Yar1 Hassas, R: Direngli
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Sekil. 4.7. Baz1 vajinal LAB’nin antibiyogram goriintiileri
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Antibiyotikler

Sekil 4.8. Vajinal LAB’nin antibiyotiklere kars1 direng yiizdeleri

Antibiyotikler: C: Chloramphenicol, E: Eritromisin, P: Penisilin, TE: Tetracycline, RA: Rifampicin, S:
Streptomycin, CAZ: Ceftazidime, CEP: Cefoperazone, ATM: Aztreonam, NET: Netilmicin, CN:
Gentamicin, TOB: Tobramycin, AK: Amikacin, CIP: Ciprofloxacin, VA: Vancomycin, TEC:
Teicoplanin, DA: Clindamisin, IMP: Imipenem, AMP: Amfisilin, CZ: Cefazolin
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4.25. Vajinal LAB’nin Patojen Mikroorganizmalar Uzerinde

Antagonistik Aktivitesinin Belirlenmesi

LAB izolatlarinin tirogenital enfeksiyonlara sebep olan ve klinik olarak 6nemi
olan patojenlere kars1 antagonistik aktivitesi kuyu diflizyon yontemiyle belirlenmistir.
Calismada B. cereus RSKK 709, B. cereus CU1065, B. subtilis ATCC 6633, B. subtilis
W168, C. albicans ATCC 90028, C. albicans ATCC 10098, C. albicans Y-1200-NIH
C. tropicalis ATCC 13803, E. coli ATCC 25922, E. faecalis ATCC 29212, P.
aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC 29213 tip suslarinin yaninda Ahi Evran
Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesine iirogenital enfeksiyon sikayeti ile gesitli
polikliklere basvuran hastalarin idrarlarindan izole edilen klinik énemi olan Candida
glabrata AEUI, E. coli AEU2, E. coli AEU3 (GSBL+), E. faecalis AEU4, K.
pneumoniae AEUS, P. mirabilis AEUS, S. aureus AEU7 (MRSA) suslar1 olmak iizere
toplam 19 adet indikator bakteri kullanilmistr.

Calisma sonucunda suslarimizin %95°i gibi oldukga yiiksek bir oranla C.
albicans Y-1200-NIH, B. cereus CU1065 ve B. cereus RSKK 709 suslarina kars1
antagonistik aktivite gostermis ancak C. tropicalis ATCC 13803 susuna kars1 higbir
susun inhibisyon zonu olusturmadigi gorilmistiir. Suslarimizin ayrica B. subtilis
ATCC 6633 susuna kars1 %70, B. subtilis W168 susuna kars1 %65, C. albicans ATCC
90028 susuna kars1 %85, C. albicans ATCC 10098 susuna kars1 %60 oranla direng
gosterdigi tespit edilmistir. Vajinal suslarimiz tarafindan en zayif antimikrobiyal
aktivite %15 oranla S. aureus ATCC 29213 susuna kars1 olusturulmustur.

Uriner sistem enfeksiyonlarina sebep olan firsat¢i potojenlerden olan E. coli
ATCC 25922 tip susuna kars1 20 izolattan 13’1 (%65), P. aeruginosa ATCC 27853
tip susuna karsida %45 oranla 9 susun antimikrobiyal aktivite gosterdigi bulunmustur.
Ayrica idrarlardan izole edilen patojen mikroorganizmalara kars1 olugsan anagonistik
etkiyi degerlendirecek olursak suslarimizin hepsinin K. pneumoniae AEU5 susuna
kars1 antagonistik aktivite gosterdigi belirlenmistir. Vajinal izolatlarin genislemis-
spektrumlu beta-laktamaz antibiyotiklerine direncli olan E. coli AEU3 susuna kars1
suslarin %90’1nin, C. glabrata AEU1 e kars1 %80’inin, E. faecalis AEU4 ve S. aureus
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AEU7 susuna kars1 %65’inin inhibisyon zon gosterdigi tespit edilmistir. Suslarmn
antagonistik aktivite goriintiileri Sekil 4.9’da, inhibisyon zon 6lgiimleri Tablo 4.10’da

verilmistir.

P. aeruginosa ATCC 27853 C. albicans ATCC 90028 K. pneumoniae (idrar)

Sekil: 4.9. Vajinal LAB’nin bazi patojen mikroorganizmalar {izerindeki inhibisyon
zonlarinin goriintiileri

Calismamizda L1, L8, L9 ve L16 suslar indikator mikroorganizmalarin
%80’ine inhibitdr etki gostererek en genis spektrumlu mikroorganizmalar olarak
belirlenirken; bu suslar1 %75 oran ile L5, L6 suslar1 ile %70 oran ile L12 ve L15 suslar1
takip etmektedir. L21 susu ise indikatér mikroorganizmalar tizerinde %30 oran ile en
diisiik antagonistik aktiviteye sahip sus olarak tespit edilmistir. Elde edilen bu sonuglar
vajinal mikrofloradan izole ettigimiz 20 adet susun genis bir spektrumdaki patojen

mikroorganizmalar {izerine antagonistik aktiviteye sahip oldugunun gostergesidir.
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Tablo 4.10. Vajinal LAB’nin antimikrobiyal etkinligi

Test Edilen Suslarin inhibisyon Zon Cap1 (mm)

indikator Bakteriler 10
L1 L2 L3 L5 L6 L7 L8 L9

E. coli ATCC 25922 - - - 14 15 - - 14 12
E. faecalis ATCC 29212 18 18 16 17 14 12 18 14
P. aeruginosa ATCC 27853 14 12 16 13 20 11 10 16 -
S. aureusATCC 29213 - - - - 14 - 13 - -
B. subtilis ATCC 6633 13 - 15 12 14 12 12 16 16
B. subtilis W168 10 11 - 12 - - 11 - -
B. cereus RSKK 709 14 14 13 19 14 13 16 18 15
B. cereus CU1065 18 18 16 22 20 18 17 16 16
C. tropicalis ATCC13803 - - - - - - - - -
C. albicans ATCC 90028 20 21 16 22 12 17 18 19 18
C. albicans ATCC 10098 12 12 - 17 15 13 12 13 11
C. albicans Y-1200-NIH 17 16 15 21 18 18 16 16 16
C. glabrata AEU1 12 13 12 - - - 12 11 11
E. coli AEU2 12 12 12 - 12 - 11 11 -
E. coli AEU3 (GSBL+) 14 15 14 14 15 - 13 14 13
E. faecalis AEU4 12 15 14 14 13 - 14 17 14
K. pneumoniae AEUS5 15 20 14 14 15 13 15 17 17
P. mirabilis AEU6 15 14 15 12 12 10 - 14 13
S. aureus AEU7 (MRSA) 11 - - 13 - 12 12 12 13
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Tablo 4.10. (devam) Vajinal LAB’nin antibakteriyel etkinligi

indikator Bakteriler Test Edilen Suslarin inhibisyon Zon Cap1 (mm)

L11 L12 L13 L14 L15 L16 L17 L18 L19 L20 L21
E. coli ATCC 25922 - 17 20 14 17 23 20 14 17 20 -
E. faecalis ATCC 29212 - 15 19 12 14 - 15 18 20 16 14
P. aeruginosa ATCC 27853 - - - - - 14 - - - - -
S. aureus ATCC 29213 - - - - - 14 - - - - -
B. subtilis ATCC 6633 17 12 - 17 14 15 17 - - - -
B. subtilis W168 - 12 12 - 13 14 12 12 11 15 12
B. cereus RSKK 709 15 14 16 16 17 17 19 16 18 17 -
B. cereus CU1065 16 15 16 - 15 17 16 17 15 16 16
C. tropicalis ATCC13803 - - - - - - - - - - -
C. albicans ATCC 90028 - 13 14 - 14 14 13 14 - 15 -
C. albicans ATCC 10098 - - - - 12 14 12 - - 13 -
C. albicans Y-1200-NIH 16 17 17 - 16 15 17 17 14 16 15
C. glabrata AEU1 - 14 15 14 12 12 13 14 15 15 16
E. coli AEU2 14 11 - - 13 11 - - - - -
E. coli AEU3 (GSBL+) 14 15 14 13 13 15 14 13 16 15 -
E. faecalis AEU4 14 15 13 - - 15 - - 14 - -
K. pneumoniae AEU5 13 14 12 12 13 15 14 15 16 17 12
P. mirabilis AEU6 - - - - - - - - - - -
S. aureus AEU7 (MRSA) - 12 11 - 12 12 12 13 13 - -
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Vajinal mikrofloradan izole edilen suslarin degerlendirildigi literatiirlerde
vajinal suslarin genellikle C. albicans, E. coli, K. pneumoniae ve S. aureus gibi patojen
mikroorganizmalar iizerinde antagonistik aktivite gosterdigi goriilmektedirt®2166:180

Bu veriler ¢alisma sonucunda elde ettigimiz veriler ile benzerlik gostermektedir.

4.2.6. Vajinal LAB’nin Hidrojen Peroksit Uretim Yeteneklerinin

Belirlenmesi

Vajinal LAB suslari tarafindan tiretilen H2O> oranin1 semikantitatif bir yontem
ile belirledigimiz ¢alismamizda biitiin izolatlarimizin H2O; tiretmedigini L. paracasei
L1, L. paracasei L3, L. crispatus L5, L. gasseri L10 ve L. plantarum L19 suslarin 10
mg/L degerinde en yiiksek seviyede H20: tirettigi tespit edilmistir. P. acidilacitici L7,
L. plantarum L9, P. acidilacitici L11, L. acidophilus L14, L. plantarum L16, L. spp.
L17 ve L. plantarum L2 suslarinin ise 3 mg/L H2O iirettigi diger suslarin tiretmedigi

belirlenmistir. Vajinal izolatlarin H20> iiretim miktarlar1 Tablo 4.11°de verilmistir.

Tablo 4.11. Vajinal LAB’nin hidrojen peroksit iiretim miktarlar

Laktik asit H,0; miktari Laktik asit H-O; miktari

bakterileri mg/L bakterileri mg/L
L. rhamnosus GG (Kontrol) 10
L. paracasei L1 10 L. rhamnosus L12 -
L. casei L2 = L. rhamnosus L13 =
L. paracasei L3 10 L. acidophilus L14 3
L. crispatus L5 10 L. rhamnosus L15 1
P. acidilacitici L6 - L. plantarum L16 3
P. acidilacitici L7 3 L. spp. L17 3
L. rhamnosus L8 - L. plantarum L18 1
L. plantarum L9 3 L. plantarum L19 10
L. gasseri L10 10 L. paracasei L20 -
P. acidilacitici L11 3 L. plantarum L21 3

Vajinal LAB’nin semikantitatif yontem ile H.O iiretim yeteneklerinin

arastirildigr calismalar dikkate alindiginda en yiiksek H20: iiretim yetenegine sahip
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suglarin L. crispatus, L. gasseri, L. acidophilus ve L. vaginalis oldugu goriilmektedir.
Bu wveriler bizim c¢aligma sonucunda elde ettigimiz veriler ile benzerlik

gostermektedir!?6:172,

4.2.7. Vajinal LAB’nin Kolesterol Asimilasyon Kapasitelerinin

Belirlenmesi

Vajinal = siiriintiilerden izole edilen LAB’nin Kolesterol asimilasyon
kapasitelerinin belirlenmesi amac1 ile Ahi Evran Universitesi Egitim ve Arastirma
Hastanesine bagvuran ve serum kolesterol seviyesi 250-300 mg/dL olan hastalardan
serum Ornekleri toplanmis. Toplanan bu serumlar son konsantrasyonu 100 mg/mL
olacak sekilde % 0.3’liik safra tuzu igeren MRS sivi besiyerlerine eklenerek 37°C’de
24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan kontrol 6rneklerine kiyasla,
suglarin siipernatant kisimlarindaki giderilen % kolesterol miktarlart modiiler
analizorler sayesinde tespit edilmistir. Vajinal LAB’nin % kolesterol giderim oranlari
Tablo 4.12°de, kolesterol asimilasyonunun % degerlerinin grafik {izerinde gosterimi

Sekil 4.10°da verilmistir.

Yapmis oldugumuz calismamizda biitiin suslarin kolesterol asimilasyonu
yaptig1 ancak % kolesterol asimilasyon degerlerinin tiirden tiire ve tiirler arasinda
farklilik gosterdigi belirlenmistir. Calismada en yiiksek kolesterol giderimi %39.65
oranla L. gasseri L10 ve L. paracasei L20 suslarinda goriiliirken bu suslari takiben L.
plantarum L16 ve L. plantarum L19 suslarinin ise %37.93 oranla serum kolesterol
seviyesini diigiirdiigli tespit edilmistir. Yine L. plantarum L18 susunun %33.62 ve P.
acidilacitici L11 susunun %32.75 oraninda kolesterol asimilasyonu yaptigi

belirlenmistir.

Farkli ortamlardan izole edilen LAB’nin kolesterol asimilasyon yeteneklerinin
aragtirilldigt  ¢aligmalar dikkate alindiginda L. gasseri susunun baslangig
konsantrasyonunda gore siv1 besiyerinde %65 oraninda kolesterol konsantrasyonunu
diisiirdiigii belirtilmistir'®. Bu veriler her ne kadar bizim ¢alisma sonucunda %39.65

oranla en yiiksek oranda elde ettigimiz veriden daha yiiksek olsa da L. gasseri tiiriiniin
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iyi bir kolesterol asimilasyon yetenegine sahip oldugu bizim calismamizca da

kanitlanmistir.

Tablo 4.12. Vajinal LAB’nin % kolesterol giderim oranlari

Laktik asit bakterileri

Kolesterol orani1 (mg/dL*)

% Kolesterol giderimi

Kontrol degeri ** 58

L. paracasei L1 52.5 9.48
L. paracasei L2 51 12.06
L. paracasei L3 515 11.20
L. crispatus L5 46.5 19.82
P. acidilacitici L6 46 20.68
P. acidilacitici L7 47 18.96
L. rhamnosus L8 47 18.96
L. plantarum L9 47 18.96
L. gasseri L10 35 39.65
P. acidilacitici L11 39 32.75
L. rhamnosus L12 47.5 18.10
L. rhamnosus L13 46 20.68
L. acidophilus L14 56.5 2.58
L. rhamnosus L15 49 15.51
L. plantarum L16 36 37.93
L. spp. L17 52 10.34
L. plantarum L18 38.5 33.62
L. plantarum L19 36 37.93
L. paracasei L20 35 39.65
L. plantarum L21 47 18.96

* ki calismanin ortalama sonuglari, ** Kolesterol giderim oraniin kiyaslanarak
hesaplandig ilk kolesterol degeri
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% Kolesterol Azalama Oram

B O I D D O B BB

LS Le L7 L8 19 L10 Li1 Li12 Li13 L14 L1S L16 L17 L18 L19 L20 L21

Sekil 4.10. Vajinal LAB’nin % Kkolesterol asimilasyon degerlerinin grafik {izerinde
gosterimi

4.2.8. Vajinal LAB’nin Enzim Profillerinin Belirlenmesi

Vajinal LAB’nin enzim profillerinin belirlenmesinde yar1 kantitatif, 19
enzimatik reaksiyonun hizli ve sistematik calismasina olanak saglayan, igerisinde
enzimatik substrat ve tamponu iceren 20 mikrokuyucuklu bir stripe sahip olan API-
ZYM (Biomerieux) test kiti kullanmilmistir. Tablo 4.13’de API-ZYM test kitinde
bulunan enzimlerin isimleri, Sekil 4.11°de de baz1i LAB’nin API ZYM test

striplerindeki reaksiyon goriintiileri ve verilmistir.
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Tablo 4.13. API-ZYM Test Kitinde Bulunan Enzimler ve Numara Karsiliklari

1 Kontrol 11  Asit fosfataz
2 Alkalen fosfataz 12 Naftol -AS-BI- fosfohidrolaz
3 Esteraz (C 4) 13 o~ Galaktosidaz
4 Esteraz lipaz (C 8) 14  B- Galaktosidaz
5 Lipaz (C 14) 15  B- Glukuronidaz
6 Losin arilamidaz 16 a- Glukozidaz
7 Valin arilamidaz 17  B- Glukozidaz
8 Sistin arilamidaz 18  N-Asetil-p- glukozaminidaz
9 Tripsin 19  a- Mannosidaz
10  o- Kimotripsin 20  a- Fukosidaz
SR
3 )
(o] bEBEE
L] 9 w0 n n” l 13 ? 15 ? ” " "% b
Sekil 4.11. Baz1 vajinal LAB’nin API ZYM test striplerindeki reaksiyon
goriintiileri

Calismada test edilen vajinal LAB’nin API ZYM test striplerindeki enzimler
ile girdigi reaksiyon sonuglar1 Tablo 4.14’de 6zetlenmistir. Olusan renk tonlarmin
yogunluguna gore yapilan numaralandirmalar sonucunda; suslarin cogunun (%80.9 -

90.4 arasinda degisen degerler ile) 16sin arilamidaz, valin arilamidaz, asit fosfataz,
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naftol -AS-BI- fosfohidrolaz ve o- glukozidaz enzimleri ile enzim aktivitelerinin
yiiksek diizeyde oldugu goriilmiistiir. Vajinal LAB’nin esteraz (C 4), esteraz lipaz (C
8), sistin arilamidaz, B- galaktosidaz ve B- glukozidaz enzimleri ile suslarin ortalama
%66’sinin orta derecede rekaksiyona girdigi tespit edilmistir. Alkalen fosfataz, N-
asetil-p- glukozaminidaz ve a- fukosidaz enzimleri ile bazi suslarin reaksiyona girdigi
goriiliirken, a- kKimotripsin ile L8 susunun ve a- galaktosidaz ile de sadece L10 susunun
reaksiyona girdigi belirlenmistir. Calismada kullanilan higbir susun tripsin,o-

mannosidaz ve B- glukuronidaz enzimleri ile reaksiyon gostermedigi tespit edilmistir.

L. plantarum ve P. acidilacitici suslarmin karacigerde bulunan proteolitik
enzimlerden biri olan 16sin arilamidaz ve valin arilamidaz enzimi ile yiiksek oranda
reaksiyon girdigi; L. plantarum suslarinin alkalen fosfataz, tripsin, a- kimotripsin, o-
galaktosidaz, (- galaktosidaz ve B- glukuronidaz enzimleri ile hicbir aktivite
gostermedigi gorilmistir. L. rhamnosus suslarmin ise 16sin arilamidaz, valin
arilamidaz, hipertansiyonun patogenezinde aminopeptidaz aktivitesi igeren sistin
arilamidaz, tipta prostat hastaliklariin tan1 ve tedavisinde kullanilan asid fosfataz,
naftol -AS-BI- fosfohidrolaz ve yine hidrolaz enzimlerinden olan ve laktozun glikoz
ve galaktoza parcalanmasini saglayan (- balaktosidaz enzimi ile yiiksek derecede
reaksiyona girdigi tesit edilmistir. L. rhamnosus suslarinin tripsin, a- kimotripsin, a-
galaktosidaz, PB- glukuronidaz, N-Asetil-B- glukozaminidaz ve a- mannosidaz
enzimleri ile higbir sekilde reaksiyona girmedigi goriilmiistlir. Vajinal siirlintiilerden
izole edilen L. paracasei suslarinin ise 16sin arilamidaz, valin arilamidaz, asit fosfataz,
- galaktosidaz ve a- glukozidaz enzimleri ile enzim aktivitelerinin yiiksek diizeyde
buna ragmen tripsin, a- Kimotripsin, a- galaktosidaz, - glukuronidaz, B- glukozidaz,
N-Asetil-B-glukozaminidaz, o- mannosidazve a- fukosidazile hi¢bir enzim reaksiyonu

gostermedigi tespit edilmistir.

Calisma verileri genel olarak degerlendirildiginde; L. plantarum L21 susunun
disinda biitiin LAB’inde 16sin arilamidaz ve valin arilamidaz enzim aktivitelerinin iyi
diizeyde oldugu belirlenirken suslarin higbirinde de lipaz, tripsin,a- mannosidaz ve -

glukuronidaz enzim aktivitelerine rastlanilmamastir.
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Tablo 4.14. Vajinal LAB’nin API ZYM test kitinde bulunan enzimlere ile girdikleri reaksiyon oranlari

Test Enzimleri (0-5 Puan*)

Laktik asit Bakterileri
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*: Vajinal LAB ile test enzimleri arasinda goriilen enzim reaksiyonlarinin renk tonlarina gére numaralandirilmasi
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Farkli ortamlardan izole edilen LAB’nin API-ZYM Kkiti ile enzim
aktivitelerinin arastirildig1 ¢alismalar dikkate alindiginda fermente sebzelerden izole
ettikleri L. plantarum, P. acidilactici, L. brevis ve P. pentosaceus tiirlerin asit fosfataz,
B galaktozidaz ve B gulukozidaz aktivitesine sahip oldugu, L. plantarum ve P.
acidilactici suslarinin yiiksek 16sin arilamidaz, valin arilamidaz aktivitesi gosterirken
diisiik B galaktosidaz aktivitesi gosterdigi belirtilmistir'®?. Literatiirde belirtilen bu

veriler ile bizim ¢aligma sonucunda elde ettigimiz veriler ile benzerlik gostermektedir.

4.2.9. Vajinal LAB’nin Otoagregasyon ve Koagregasyon Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Vajinal floradan izole edilen biitin LAB’nin 1. saatten 4. saate %
otoagragasyon degerleri Tablo 4.15’de, L. paracasei L2 ve L. rhamnosus L13
suslarinin 151k mikroskobundaki otoagregasyon goriintiileri Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’de

verilmistir.

Vajinal LAB’nin 4. saatin sonunda ortalama %70.9 oranla otoagregasyon
ozelligi gosterdigi, dzellikle L. plantarum L16 susunun %85.2 gibi oldukga yiiksek bir
oranda otoagregasyon kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir. En disiik
otoagregasyon kapasitesine sahip susun ise %47.2 oranla L. gasseri L10 susu oldugu
tespit edilmistir. Calisma sonunda pek ¢ok susun 1. saatten 4. saate kadar belli bir artan
oranda otoagregasyon ozelligi gosterdigi ancak L. crispatus L5, P. acidilacitici L6, L.
rhamnosus L13, L. plantarum L18, L. paracasei L20 ve L. plantarum L21 suslarinin
3. saatten sonra otoagregasyon yiizdesinde pek bir degisiklik olmadig

gozlemlenmemistir.
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Tablo 4.15. Vajinal LAB’nin % otoagregasyon degerleri

Vajinal LAB’nin % otoagregasyon degerleri

Laktik asit bakterileri 1. saat 2. saat 3. saat 4. saat
L. rhamnosus GG (kontrol) 41.8 58.0 74.0 80.0
L. paracasei L1 35.7 45.3 66.2 79.2
L. paracasei L2 22.5 65.7 68.5 71.4
L. paracasei L3 54.2 70.0 72.0 78.0
L. crispatus L5 49.6 63.8 72.3 72.4
P. acidilacitici L6 49.5 73.4 81.6 81.8
P. acidilacitici L7 53.2 62.1 67.5 70.2
L. rhamnosus L8 45.9 60.0 62.5 65.0
L. plantarum L9 47.0 70.3 72.2 74.0
L. gasseri L10 30.3 41.2 46.4 47.2
P. acidilacitici L11 441 56.4 58.7 72.6
L. rhamnosus L12 38.2 52.5 67.9 67.9
L. rhamnosus L13 37.5 60.9 70.7 70.7
L. acidophilus L14 34.1 56.7 59.6 70.2
L. rhamnosus L15 10.8 56.8 63.6 68.1
L. plantarum L16 27.2 79.6 90.7 85.2
L. spp. L17 44.5 63.6 67.2 69.0
L. plantarum L18 31.4 60.9 70.3 70.7
L. plantarum L19 39.0 56.8 68.8 70.6
L. paracasei L20 34.4 63.6 70.9 70.9
L. plantarum L21 44.5 53.6 63.4 63.6
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Sekil 4.12. L. paracasei L2 susunun 1.(a), 2.(b), 3.(c), 4.(d) saatlerdeki
otoagregasyonun 1s1k mikroskobundaki goriintiileri (100x)

oD
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S sunun 1.(a), 2.(b), 3.(c), 4.(d) saatlerdeki
otoagregasyonun 1s1k mikroskobundaki goriintiileri (100x)

Vajinal LAB’nin koagregasyon (birliktelik olusturma, yapisma v.S) yetenegini
aragtirdigimiz ¢alismamizda test suslari olarak Candida albicans ATCC 10231,
Escherichia coli ATCC 25922 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
mikroorganizmalari kullanilmigtir. Calisma sonunda vajinal LAB’nin pek ¢ogunun C.
albicans ve E. coli ile iyi koagrege olduklari belirlenirken P. aeruginosa ile koagrege
yeteneklerinin disiik oldugu tespit edilmistir. En iyi koagregasyon 6zelligine sahip
suslarin L9, L13, L16, L19 ve L21 nolu suslar oldugu belirlenmistir. Vajinal LAB’nin
4. saatin sonundaki % koagregasyon degerleri Tablo 4.16’da ve grafik iizerindeki

goriiniimii Sekil 4.17°de verilmistir.
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Tablo 4.16. Vajinal LAB’nin ¢esitli patojenlere karsi 4. saatin sonundaki %
koagregasyon degerleri

Laktik asit bakterileri C. albicans E. coli P. aeruginosa
ATCC 10231 ATCC 25922 ATCC 27853
L. rhamnosus GG (kontrol) 63.07 58.14 47.08
L. paracasei L1 24.69 35.63 19.21
L. paracasei L2 36.85 27.58 18.69
L. paracasei L3 34.29 29.38 18.36
L. crispatus L5 52.05 37.56 26.17
P. acidilacitici L6 47.63 38.17 23.46
P. acidilacitici L7 41.23 40.64 21.55
L. rhamnosus L8 44.56 38.47 35.16
L. plantarum L9 51.07 47.32 28.79
L. gasseri L10 24.17 37.14 14.23
P. acidilacitici L11 46.82 33.17 22.14
L. rhamnosus L12 47.63 35.65 31.45
L. rhamnosus L13 50.41 38.14 30.47
L. acidophilus L14 17.08 25.87 15.58
L. rhamnosus L15 46.38 41.25 34.65
L. plantarum L16 48.02 37.85 34.33
L. spp. L17 23.68 36.41 28.47
L. plantarum L18 41.34 39.47 27.34
L. plantarum L19 46.25 44.36 31.22
L. paracasei L20 29.56 34.11 17.96
L. plantarum L21 49.36 41.38 37.61

Vajinal LAB’nin C. albicans ATCC 10231 susu ile ortalama %.40.15 oraninda
koagrege olduklar1 ve en iyi koagrege olan susun da %52.05 ile L. crispatus L5 susu
oldugu belirlenmistir. En diisiik koagregasyon 6zelligi gosteren susun ise %17.08 ile
L. acidophilus L14 nolu sus oldugu tespit edilmistir. L. paracasei L1 susunun C.
albicans ATCC 10231 susu ile olan koagregasyon goriintiileri Sekil 4.14’de

verilmistir.
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Vajinal mikrofloradan izole etmis oldugumuz LAB’nin E. coli ATCC 25922 ile
olan koagregasyon ozelligi degerlendirildiginde suslarin ortalama %36.97 oranla
koagre olduklart gbzlemlenmis, en iyi koagrege olan susun %47.32 ile L. plantarum
L9 nolu sus oldugu belirlenmistir. En iyi baglanma yetenegine sahip olan susun da L.
plantarum susu oldugu goriilmektedir. L. rhamnosus L13 susunun E. coli ATCC
25922 susu ile olan koagregasyon goriintiileri Sekil 4.15’de verilmistir. Suglarin P.
aeruginosa susuna karst % koagregasyon oranlarini diisiik olarak belirledigimiz
caligmamizda P. aeruginosa ile en iyi koagregasyon ozelligi gosteren susun ise
%37.61 ile L. plantarum L21 nolu sus oldugu (Sekil 4.16) ve bu susu takiben %35.16

oran ile L. rhamnosus L8 susu oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.14. L. paracasei L1 susunun C. albicans ATCC 10231 susu ile 1.(a), 2.(b),
3.(c), 4.(d) saatlerdeki koagregasyonunun 1sik mikroskobundaki goriintiileri (100x)

Sekil 4.15. L. rhamnosus L13 susunun E. coli ATCC 25922 susu ile 1.(a), 2.(b), 3.(c),
4.(d) saatlerdeki koagregasyonunun 1sik mikroskobundaki goriintiileri (100x)
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Sekil 4.16. L. plantarum L21 susunun P. aeruginosa ATCC 27853 susu ile 1.(a), 2.(b),
3.(c), 4.(d) saatlerdeki koagregasyonunun 1sik mikroskobundaki goriintiileri (100x)
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Sekil 4.17. Vajinal LAB’nin 4. saatin sonundaki % koagregasyon oranlarinin grafik

tizerindeki goriiniimii

Vajinal LAB’nin otoagregasyon kapasitelerinin arastirildigi ¢alismalar dikkate
alindiginda L. acidophilus susunun %76.2 oranla en yiiksek otoagregasyon
kapasitesine sahip oldugunu bu susu %70.4 oran ile L. platarum susunun takip ettigini

bildirmislerdir!®.

Elde edilen bu sonuglar c¢alisma verilerimiz ile benzerlik
gostermektedir. Yine koagregasyon c¢alismalarinda arastirmacilar vajinal LAB’nin
Candida tiirleri ile yiiksek oranda koagregasyon Ozelligi gosterdigini
bildirmislerdir®?®. Bu veriler ¢alismamiz sonucunda vajinal izolatlarimizin en iyi

koagregasyon ozelligi gosterigi C. albicans sonucunu kanitlar niteliktedir.
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4.2.10. Vajinal LAB’nin Uroepitelyal Hiicrelere Baglanma Ozelliginin

Belirlenmesi

Vajinal mikrofloradan izole edilen 20 adet LAB suslarinin saglikli kadinlarin
idrarindan elde edilen iiroepitelyal hiicrelere 3. saatin sonundaki baglanma dereceleri
Tablo 4.17°de ve bazi suslara ait Gram boyama goriintiileri Sekil 4.18’de verilmistir.

Calisma sonucunda iiroepitelyal hiicrelere en iyi baglanma orani olan suslar
L9, L16, L19 ve L21 olarak belirlenmis ve +4 seklinde degerlendirilmistir. L2, L8,
L10, L13, L17 ve L20 suslarinin baglanma oranlari ise +3 olarak tespit edilmistir. Tiir
bazinda degerlendirildiginde ise ¢galismamizda en iyi baglanma 6zelligine sahip susun
L. plantarum susu oldugu gortliirken P. acidilactici suslarinin baglanma oranlarinin

ise diisiik oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4.17. Vajinal LAB’nin tiroepitelyal hiicrelere baglanma dereceleri

- Uroepitelyal - Uroepitelyal
Laktik asit Laktik asit
o hiicrelere baglanma o hiicrelere baglanma
Bakterileri bakterileri
oranlari oranlari

L. rhamnosus GG +4*
L. paracasei L1 +2 L. rhamnosus L12 +2
L. casei L2 +3 L. rhamnosus L13 +3
L. paracasei L3 +2 L. acidophilus L14 +2
L. crispatus L5 +2 L. rhamnosus L15 +2
P. acidilacitici L6 +1 L. plantarum L16 +4
P. acidilacitici L7 +2 L.spp. L17 +3
L. rhamnosus L8 +3 L. plantarum L18 +2
L. plantarum L9 +4 L. plantarum L19 +4
L. gasseri L10 +3 L. paracasei L20 +3
P. acidilacitici L11 +2 L. plantarum L21 +4

* Vajinal LAB ile iiroepitelyal hiicrelerin 3. saatin sonundaki Gram boyama
goriintiilerinin 151k mikroskobu altinda (100x biiyiitmede) +1 ile +4 arasindaki
derecelendirilme numaralari
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Sekil 4.18. Bazi vajinal LAB’nin iiroepitelyal hiicrelerle 3. saatin sonundaki gram
boyama gorintiileri; A (+1); L6: P. acidilacitici, B (+2); L1: L. paracasei, C (+3);
L16: L. plantarum, D (+4); L9: L. plantarum

4.2.11. Vajinal LAB’nin HelLa ve Caco-2 Hiicre Hatlari Uzerindeki
Antiproliferatif Etkisi

Saglikli kadinlarin vajinal mikrofloralarindan izole edilen LAB’nin sekresyon
metabolitlerinin HeLa ve Caco-2 hiicre hatlar1 iizerindeki antiproliferatif etkisini
belirlemek amaci ile XTT ydntemi kullanilmustir. izole edilen suslarin ekstrakte edilen
metabolit Uriinlerinin HeLa hiicreleri iizerindeki anti proliferatif etkisi 72 saat
inkiibasyonun sonunda degerlendirilmeye alinmistir. Sekil 4.19’da XTT kit sonucuna
gore 96 kuyulu plaklardaki hiicre proliferasyon goriintiisii verilmistir Toksikolojide
toksik bir maddenin ortalama 6ldiiriicii dozunun belirlendigi LDso (%50 6ldiiriicii
dozun kisaltmas1) programi ile L. paracasei L1 (LDs0:0,006 gr/ml), L6: P. acidilacitici
(LDso: 0,006 gr/ml), L. rhamnosus L8 (LDs0:0,008 gr/ml) L. rhamnosus L12 (LDsqo:
0,009 gr/ml), L. rhamnosus L13 (LDso: 0,009 gr/ml) ve L. plantarum L19 (LDso: 0,007
gr/ml) suslarmin  HeLa {izerinde Onemli bir antiproliferatif etki yarattigi
gozlemlenmistir. Vajinal LAB’nin Hela hiicreleri tizerindeki antiproliferatif etkilerini
gosteren LDsp degerleri Tablo 4.18°de verilmistir. Bir tetrazolyum tuzu olan XTT,
canli hiicrelerin islevsel mitokondrileri tarafindan kirmizi renkli formazan
bilesenlerine dontstiiriildiigiinden, olusan renk kuyu i¢indeki canli hiicre miktariyla
orantili olmaktadir. Sekil 4.20°da goriildiigli gibi L1 susunun Hel a hiicreleri iizerinde
en bilylik antiproliferatif etkisi metabolitin 0.16 gr/ml’lik en yiiksek dozunda %90-95
diizeyinde 6liim goriiliirken, L8 susunun 0.05gr/ml’lik en yiiksek dozunda ise yaklasik
%70 oraninda 6liim goriilmistiir. Yine L12 metabolitinin 0.04 gr/ml’likdozunun HeLa

hiicreleri lizerindeki antiproliferatif etkisinde yaklasik %75 6liim orani goriiliirken,
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L13 susunun 0.06 gr/ml’lik, L19 susunun da 0.07 gr/ml’lik dozunda ise yaklasik %90

oraninda 6liim oran1 gézlemlenmistir.

Sekil 4.19. 96 kuyulu plaklarda A: L8 susunun ve B: L1 susunun HeLa XTT
kiti sonuglarinin goriintiisii

Tablo 4.18. Vajinal LAB’nin HeLa hiicreleri lizerindeki antiproliferatif
etkilerini gosteren LD50 degerleri

L. paracasei L1 0,0063
L. paracasei L2 0,0302
L. paracasei L3 0,0280
L. crispatus L5 0,0355
P. acidilacitici L6 0,0069
P. acidilacitici L7 0,0232
L. rhamnosus L8 0,0085
L. plantarum L9 0,0157
L. gasseri L10 0,0223
P. acidilacitici L11 0,0325
L. rhamnosus L12 0,0097
L. rhamnosus L13 0,0094
L. acidophilus L14 0,0118
L. rhamnosus L15 0,0170
L. plantarum L16 0,0230
L. spp. L17 0,0114
L. plantarum L18 0,0124
L. plantarum L19 0.0078
L. paracasei L20 0,0264
L. plantarum L21 0,0169
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Sekil 4.20. XTT hiicre proliferasyon kiti kullanilarak L1, L6, L8, L12, L13 ve
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suslarinin  ekstrakte metabolit

urunlerinin HelLa hicreleri

antiproliferatif etkisinin grafik olarak gosterimi.

uzerindeki
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Vajinal LAB’nin HeLa hiicreleri iizerindeki antiproliferatif etkilerinin
degerlenmesinin ardindan anlami1 HeLa hiicre hatti iizerinde anlamli sitotoksik etki
gosteren L1, L6, L8, L12, L13 ve L19 suslarinin Caco-2 hiicre hatt1 lizerindeki
antiproliferatif etkisi 72 saat inkiibasyonun sonunda degerlendirilmeye alinmis ve
calisma sonucunda L. paracasei L1 (LDso: 0,0055 gr/ml), L6: P. acidilacitici (LDso:
0,0056 gr/ml), L. rhamnosus L8 (LDso: 0.0075gr/ml), L. rhamnosus L12 (LDsg: 0,0048
gr/ml), L. rhamnosus L13 (LDso: 0,0032 gr/ml) ve L. plantarum L19 (LDso: 0,0014
gr/ml) suslarinin  Caco-2 iizerinde Onemli bir antiproliferatif etki yarattigi
gozlemlenmistir (Sekil 4.21). Bu suslarin HeLa ve Caco-2 hiicre hatt1 iizerindeki
antiproliferatif etkilerini gosteren LDso degerlerinin karsilagtirmali tablosu Tablo
4.19°de verilmistir. Sekil 4.21°de gorildiigii gibi L1 susunun Caco-2 hiicreleri
izerinde en biiyiik antiproliferatif etkisi metabolitin 0.05 gr/ml’lik en yiiksek dozunda
%90-95 diizeyinde 6lim goriliirken, L8 susunun 0.025gr/ml’lik en yiiksek dozunda
ise yaklasik %75 oraninda 6lim goriilmistiir. Yine L12 metabolitinin 0.018 gr/ml’lik
dozunun HeLa hiicreleri tizerindeki antiproliferatif etkisinde yaklasik %80 6liim orani
goriiliirken, L13 susunun 0.012 gr/ml’lik, L19 susunun da 0.006 gr/ml’lik dozunda ise
yaklasik %75 oraninda 6liim orani1 gdzlemlenmistir.

Tablo 4.19°da goriildiigi gibi LDso degerlerine gore HelLa hiicre hatt1 iizerinde
antiproliferatif etkisi olan suslarin Caco-2 hiicre hatt1 lizerinde daha etkili oldugu
goriilmektedir. Sonug olarak, anlamli bulunan bu suslarin kolorektal kanser iizerindeki
antikanser etkinliginin servikal kansere gore daha yiiksek oldugunu gostermektedir.

Tablo 4.19. Baz1 LAB’nin HeLa ve Caco-2 hiicre hatti lizerindeki antiproliferatif
etkilerini gdsteren LDso degerlerinin karsilastirmali tablosu

Bazi vajinal suslar HeLa (gr/ml) Caco-2 (gr/ml)
L. paracasei L1 0,0063 0,0055
P. acidilacitici L6 0,0069 0,0056
L. rhamnosus L8 0,0085 0.0075
L. rhamnosus L12 0,0097 0,0048
L. rhamnosus L13 0,0094 0,0032
L. plantarum L19 0.0078 0,0014
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Sekil 4.21. XTT hiicre proliferasyon kiti kullanilarak L1, L6, L8, L12, L13 ve L19
suslarin ekstrakte metabolit iiriinlerinin Caco-2 hiicreleri lizerindeki antiproliferatif
etkisinin grafik olarak gdsterimi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Saglikli bir kadimin vajinal mikroflorasinda Lactobacillus’lar en yaygin ve
sayica baskin olan mikroorganizmalardir!. Yapilan gesitli arastirmalar sonucunda
vajinal mikroflorada yerlesik bulunan Lactobacillus’larin bakteriyel vajinit, tiriner
sistem enfeksiyonlari, maya vajiniti ve cinsel yolla bulasan hastaliklardan korunmada

4647 Lactobacillus’lar vajinal mikroflorada

onemli rol oynadiklar1 gdosterilmistir
organik asitler, hidrojen peroksit, karbondioksit, diasetil, asetaldehit, reuterin,
bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri antimikrobiyal bilesikler {lireterek patojen
mikroorganizmalarin gelisimlerini inhibe ederek ¢ogalmalarini kontrol altina

alirlar®®”,

Glinlimiizde probiyotik igeren {irlinlerin irogenital enfeksiyonlarin tedavisinde
ve tekrarlayan vajinal enfeksiyonlardan korunmadaki etkinliginin belirlenmesi amaci
ile yapilan klinik calismalarda probiyotiklerin etkinligi kanitlanmistir. Endiistriyel
bakimdan maliyeti diisiik, iiretimi kolay ve vajinal mikroflorada potansiyel probiyotik
etkinlige sahip mikroorganizmalarin belirlenmesi amaci ile yapilan ¢alismalar etkin

bir sekilde devam etmektedir.

Bu calismada, saglikli 60 kadinin vajinal mikroflorasindan izole edilen 20 adet
LAB 6rnegi hem API-50 CHL kiti kullanimi hem de 16S rDNA dizi analiz sonuglarina
gore analiz edilerek tlir tanimlamas1 yapilmis ve diisiik pH ve safra tuzlarina karsi
direngleri antagonistik aktiviteleri, tiroepitelyal hiicrelere baglanma 6zellikleri gibi
bazi probiyotik ozellikleri ile hemolitik aktiviteleri, antibiyotik duyarlilik seviyeleri,
otoagregasyon ve koagregasyon yetenekleri belirlenmistir. Ayrica izolatlarin HeLa ve

Caco-2 hiicreleri lizerindeki anti-proliferatif etkisi arastrilmistir.

16S rDNA gen bolgesi dizi analizi sonuglarina gore vajinal mikrofloradan izole
edilen 20 adet susun tir tanimlamasi sonuglarinda 7 farkli tiire ait olduklar
belirlenmistir. L. plantarum tiirii %25 oranla en yiiksek oranda goriilen tiir olurken L.
rhamnosus ve L. paracasei tiirleri ise %20 oranla en sik goriilen ikinci tiir olarak

belirlenmistir. Bu tiirleri takiben P. acidilacitici %15 oranla ve L. gasseri, L. crispatus
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ve L. acidophilus suslari ise %5 oranla goriilen tiirler olarak tespit edilmis olup sadece
bir susun tiir tanimlamasi yapilamamistir. Tanimlanan bu Suslarin tamami daha 6nce

yapilan benzer ¢alismalarda kanitlanmis vajinal mikroflora iiyeleridir'.

Ulkemizde vajinal mikrofloradan izole edilen LAB nin probiyotik karakterleri
ile ilgili sinirli sayida ¢alisma mevcuttur. Ashim ve Kilig (2006)!%° saglikli 19 kadin
arasindan 10’nun vajinal duvarindan izole ettikleri 58 adet susun %21’ini L. gasseri,
%16’s1n1 L. vaginalis ve L. acidophilus, %14 {inii L. crispatus ve L. delbrueckii spp.
lactis, %5’ini L. plantarum, %3’tnii L. jensenii, L. salivarius ve L. cellobiosus ve
%?2’sini L. brevis, L. oris ve L. curvatus suslarindan olustugunu bildirmislerdir.
Calismamizda L. plantarum susu %25 oranla en yiiksek oranda tespit edilmistir. Oysa
Aslim ve Kili¢ tarafindan yapilan c¢alismada L. plantarum susu %35 olarak

bulunmustur.

Yapilan caligmalarda farkli cografik bolgelerde, itk ve etnik duruma gore
kadinlarin vajinal sistemlerinin kompozisyonunda Lactobacillus tiirlerinde bireysel
farkliliklar gozlenmistir. Ravel vd. (2011)*® Kuzey Amerika’da yasayan 4 farkl etnik
grup (beyaz, siyah, Ispanyol ve Asya’li) iizerinde yapmis oldugu ¢alismada ayni
bolgede yasayan dort farkli etnik grup arasinda vajinal mikrofloranin farkli oldugunu

bildirmistir.

Mousavi vd. (2016)%° saglikli Iran kadilarinin vajinal mikrofloralarindan izole
ettikleri 50 6rnek arasindan 33 ornegin idendifikasyonunu gergeklestirmislerdir. Bu
suslarin %42’sini L. crispatus, %27’sini L. rhamnosus %18’ini L. gasseri, %6’smi L.
plantarum olarak belirlemislerdir. Elde edilen bu degerler %20 oraninda L. rhamnosus

susunu tespit ettigimiz ¢calismamiz ile benzerlik gostermektedir.

Yine Hindistan’da yapilan bir bagka calismada L. salivarius, L. plantarum, L.
reuteri ve L. fermentum suslar1 vajinal mikroflorada en yaygin Lactobacillus suslari
olarak rapor edilmistir ki bu dagilim iilkeden iilkeye degisiklik gdstermektedir'®®. Bu

cesitli calismalarin sonuglar birlikte ele alindiginda kisinin genetik yapisi, beslenme,
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kisisel hijyen ve cinsel aktivite gibi bazi faktorlerin saglikli kadinlarin vajinalarinda

kolonize olan Lactobacillus tiirlerini etkiledigi goriilmektedir'®,

Calismamizda en yiiksek oranla tespit ettigimiz L. plantarum ve L. rhamnosus
suglar1 kadinlar ile iligkili enfeksiyonlarin tedavisinde 6zellikle BV nin tedavisinde
probiyotik suslar olarak kullanilmaktadir. L. plantarum suslar1 hidrojen peroksit gibi
patojen mikroorganizmalarin iiremesini engelleyen antimikrobiyal ajanlar iiretme,
insan epitel hiicrelerine baglanabilme ve vajinal patojenlere karsi koagregasyon
Ozelligi gosterebilme yetenegine sahip suslar olup saglikli kadinlarin vajinal
mikroflorasinda bulunmaktadir ve giiniimiiz vajinal probiyotik tabletlerde en sik

kullanilan suslar arasindadir'84185186,

L. rhamnosus suslari da yaygmn olarak saglikli kadinlarin genitotiriner
sisteminde bulunmakta ve bagirsak sisteminde meydana gelen aktif bir enfeksiyon
siresince bakterilerin gelisimini kontrol altina almada yardimci olarak kullanilan

suslardandir.

L. rhamnosus fermente ve pastorize olmamuis siit ve yar1 sert peynir gibi yogurt

ve siit iiriinlerinde de kullanilmaktadirt®®

. Yapilan g¢aligmalar L. rhamnosus susunun
pek ¢ok yararl etkisini ortaya koymustur. Ozellikle gesitli gruplar tarafindan yapilan
aragtirmalarda L. rhamnosus Gorbach-Goldin (LGG) susunun bagirsak sistemi
tizerinde, mukozal immiinite tizerinde, ishal tedavisinde, kronik remisyonda, tilseratif
kolit hastaliginda ve bagirsak bariyer fonksiyonlariin diizenlenmesi lizerinde yararh

etkilere sahip oldugu kanitlanmistir®®”,

Probiyotiklerin mide asitliginden gegebilmeleri ve etkinliklerini gosterecekleri
bagirsak sistemine ulasabilmeleri gerekmektedir. Bagirsak sistemine ulastiginda ise
safra tuzlarina kars1 direngli olmalar1 bakterilerin hayatta kalmasi ve biiyiimesi igin
onemli oldugundan bu iki 6zellik en dnemli probiyotik mikroorganizma se¢im kriterini
olusturur. Besinlerin sindirim sisteminden gegerken, midede kalma siiresi ortalama 3
saattir'’"18, Bu siire zarfinda midenin pH’s1 1-4 arasinda degisse de genellikle

arastirmacilar tarafindan in vitro deneylerde pH 3.0 segilir®”. Potansiyel probiyotik
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karakterdeki suglar1 se¢mek i¢in ¢calismamizda segilen pH degerleri pH 2.0, 2.5 ve 3.0
diir. Calismamizda elde edilen 20 adet sus arasindan L9 susunun pH 2.0 ortaminda 3.
saat sonunda %32.9 oraninda canliligimi koruyabildigi tespit edilirken diger 19 adet
susun 3. saat sonunda canliliklarini kaybettigi belirlenmistir. pH 2.0’de canlilifinmi
stirdiiremeyen suslarin pH 2.5 ortaminda hayatta kalma orani ise %68.3 oraninda tespit

edilmistir.

Arastirmada kullanilan tiim suslarin pH’ya direngli oldugu ve 3 saat siireyle
gergeklestirilen pH 3.0 uygulamasinda ortalama %90.3 oraninda canliliklarini
koruduklar belirlenmistir. Elde edilen veriler neticesinde L2, L6, L7, L8, L9, L11,
L15, L18 ve L20 suslarmin gastrik kosullarda canliligim1 yiliksek diizeyde
stirdiirebildigi ve dolayis: ile sindirim sistemine ulastiginda patojen bakteriler ile
yarigma ve tutunma igin yeterli sayiy1 koruyabildigi saptanmistir. Bu sonuglar daha

onceden yapilmis galismalara benzerlik gostermektedir'’’.

Bebek gaitasindan izole edilen LAB i¢in pH 2.0, letal pH degeri olarak
tanimlanmustir. Biitiin bu ¢alismalar, LAB nin asit toleranslarinin; H- ATPaz enzimi,
bakteri tiirli, gelisme ortami ve inkiibasyon kosullarina gore farklilik gosteren

sitoplazmik membran yapisina bagh olarak degistigini belirtmektedirler!®®,

Jonganurakkum vd. (2008)*° tarafindan farkli LAB’nin mide kosullarina
toleranslarinin arastirildigi bir bagka calismada, pH 3.0’de ve 3 saat sonunda
Pediococcus tiyelerinin diger suglara gore daha fazla direng gosterdigi tespit edilmistir
Calismamizda da elde edilen tig adet P. acidilactici L6, L7 ve L11 suslarinin pH 3.0’de
3. saat sonunda %91.8, 90.8 ve 94.3 gibi olduk¢a yiiksek oranda canliliklarini
koruduklar tespit edilmis ve diisiik pH’a direngli oldugu saptanmistir. Eryilmaz,
(2011)* ¢alismalarinda vajinal mikrofloradan izole ettigi P. acidilactici OZV susunun
pH 3.0’ de 3. saatin sonunda %70.62 oraninda canlilik gdsterdigini belirtmistir. Nami
vd. (2014b)Y"" saglikli kadinlarin vajinal mikrofloralarindan izole ettikleri L.
plantarum 5BL susunun pH 3.0°de 3. saat sonunda %88 gibi yiiksek bir oranda direngli
oldugu tespit edilmis olup elde edilen bu sonug ¢alismamizda L. plantarum L9 ve L.

plantarum L18 suslarinin pH3.0’de 3. saat sonundaki canlilik oranlari (sirasiyla %97.4
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ve 94.9) ile benzer oldugu goriilmiistiir. Calismamizdaki suslarin daha yiiksek oranda

canlilik oranina sahip oldugu tespit edilmistir.

Bagirsak sistemdeki safra tuzunun fizyolojik konsantrasyonu %0.3-0.5
arasinda  degismektedir®.  Yapilan ¢esitli c¢alismalarda, insandaki safra
konsantrasyonuna yakin bir deger olmasindan dolay:r safraya direngli olan suslarin
belirlenmesinde 6zellikle %0.3’1iik safra konsantrasyonunun kritik bir deger oldugu

165

bildirilmistir>>. Calismamizda safra tuzuna direngli en iyi probiyotik karakterdeki

suslar1 belirlemek amaci ile %0.3, %0.5 ve %1 ’lik safra tuzu ortamlari1 kullanilmustir.

In-vitro kosullar altinda ince bagirsak sistemini simiile eden farkli oranlarda
safra tuzu konsantrasyonlarma L9, L16, L18, L19 ve L21 suslarinin yiiksek oranda

direncli oldugu goriilmiistiir.

In-vitro kosullar altinda ince bagirsak sistemini simiile eden farkli oranlarda
safra tuzu konsantrasyonlarna L1, L2, L3, L5, L10, L14 ve L20 suslarinin suslarinin
yiikksek oranda direngli oldugu goriilmustir. L1, L2, L3, L5, L10, L14 ve L20
suslarinin %0.3’lik safra tuzu ortaminda 3. saatin sonunda ortalama %75.9 oraninda
canlilik tespit edilirken L1, L10 ve L20 suslarimin %0.5’lik safra tuzu ortaminda
canliliklarini yitirdikleri goriilmiistiir. L2, L3, L5 ve L14 suslarinin ise %0.5’lik safra
tuzu ortamindaki hayatta kalma oranlar ise ortalama %64.0 dir. Bu suglarin %1°’lik
safra tuzu ortaminda ise canliliklarin1 koruyamadiklari tespit edilmigtir. L1, L10 ve
L20 suslarinin ise sadece %0.3’liik safra tuzu ortaminda canliliklarini koruyabildigi bu
suslar disinda diger biitiin suslarin biitlin safra tuzu ortamlarina kars1 azalan oranda da

olsa direngli olduklar1 belirlenmistir.

Eryilmaz, (2011)* yaptiklar1 benzer bir calismada P. acidilactici OZV susunun
9%0.3’1iik safra tuzu ortaminda 4. saat sonunda %85.08 oraninda canlilik oranlarinin
oldugunu belirtmislerdir. Yapmis oldugumuz ¢alismamizda da benzer sekilde 3. saat
sonunda P. acidilacitici L6, L7 ve L11 suslarinin sirastyla %80.1, 84.1 ve 85.2

oranlarinda canli kaldigi tespit edilmistir. Bu suslar %0.5 ve %1’lik safra tuzu
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ortamlarinda da 3. saatin sonunda canlilik oranlarinda diisme olmasina ragmen

direncliliklerini korumuslardir.

Nami vd. (2014a)*° saglikli kadinlarin vajinalarindan izole ettikleri L.
acidophilus 36YL susunun probiyotik potansiyelini ve kanser hiicreleri iizerindeki
biyoterapétik etkilerini arastirdiklari ¢aligmada susun pH 3.0 ortaminda 3. saatin
sonunda %81 oranla, %0.3’lik safra tuzunun bulundugu ortamda ise %89 oranla
canliligimi korudugunu belirtmislerdir. Bizim c¢alismamizda da tek bir sus olan L.
acidophilus L14 susu pH 3.0’de %89.5 gibi daha yiiksek bir oranla ve %0.3’liik oxgal

ortaminda ise %83.5 oranla canli kalabilmislerdir.

Pithva vd. (2014)® yayinladiklar calismada saglikli kadinlarin vajinal
mukozasindan ve bebek diskisindan izole ettikleri L. rhamnosus Vc ve Fb suslarinin
4. saatin sonunda pH 2.0’de ve %4’lik safra tuzu ortaminda canliliklarini
koruyabildiklerini belirtmislerdir. Benzer olarak ¢alismamiz sirasinda izole ettigimiz
L. rhamnosus L8, L12, L13 ve L15 suslarinin hepsinini farkli safra tuzu ortamlarina

direngli oldugu ancak pH 2.0 oraminda canliliklarini kaybettigi gortilmistiir.

Menopoz oncesi donemde kadinlarin %75°1 hayatlarinda en az bir kez BV
enfeksiyonu ile karsilasirken kadinlarin %45°1 iki ya da daha fazla oranda bu
enfeksiyonla karsi karsiya kalmaktadir®’. BV enfeksiyonu tedavisinde kullanilan
antibiyotik kullaniminin ardindan LAB mikrofloranin tekrar eski haline getirilmesinde

gorev alan bakteri gruplardir.

LAB’nin bazi antibiyotiklere diren¢li olmasi istenilen bir ozelliktir. Cilinkii
probiyotik bakteriler yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerden etkilenmemeli veya
¢ok az etkilendiginde yasamlarmi siirdiirerek vajinal mikrofloraya yarar
saglamalidirlar. Lactobacillus’larin vankomisin ve teikoplanine dogal olarak direngli
oldugu bilinmektedir. Baz1 arastirmacilar insan kaynakli L. rhamnosus, L paracaseive
L. acidophilus bakterilerinin vankomisin ve teikoplanine yiiksek derecede direngli

oldugunu rapor etmislerdir!’®.
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Antibiyotik  direng  calismalarinda  Lactobacillus’larin ~ genellikle
aminoglikozidler, beta- laktam antibiyotikler, sefalosporinler ve glikopeptit
antibiyotiklerine kars1 direngli oldugu gosterilmistir. Bu alanda yapilan ¢alismalar da
yine L. plantarum, L. rhamnosus, L. casei ve Pediococcus suslarinin vankomisine karsi

19 Calismamizda da benzer olarak aminoglikozidler

diren¢li oldugu belirtilmistir
grubundan gentamisin, tobramisin ve amikasin antibiyotiklerine kars1 biitiin suslarin
direngli oldugu, sefalosporin grubundan olan sefoperazon ve saftazidim antibiyotigine
kars1 ise direnglilik derecelerinin sustan susa farklilik gosterdigi ve glikopeptid
grubundan vankomisin ve teikoplanin antibiyotiklerine kars1i L5, L10, L14 ve L21

suslar1 hari¢ diger biitiin suslarin direngli oldugu goriilmiistiir.

Kattla vd. (2001)**! nin Lactobacillus suslarinin tetrasiklin ve kloramfenikol
antibiyotiklerine duyarli oldugunu belirttikleri caligmalarina benzer olarak biitiin
suslarimizin kloramfenikol ve eritromisin antibiyotiklerine kars1 duyarli olduklar
tespit edilmistir. Yine bu sonuglar Ammor vd. (2007)' tarfindan yapilan ¢alisma
sonuclar1 ile de benzerlik gostermektedir. Calismamizda ayrica tetrasiklin
antibiyotigine karsi iki sus disindaki izolatlarin yiiksek duyarlilik gosterdikleri

Danielsen ve Wind (2003)!*3 tarafindan yapilan ¢alismada da gosterilmistir.

Bizim sonuglarimiz 6zellikle Gad vd. (2014)'°* tarafindan yapilan calisma
sonuglari ile benzerlik gostermektedir. LAB’nin antibiyotik direngliligini aragtirdigi
calismada 180 siit {irlinii ve farmasotiik tirtinlerden izole edilen 244 LAB’nin penisiline
kars1 duyarli oldugunu, Lactobacillus cinsi bakterilerin vankomisine kars1 direncgli
oldugunu ve ayrica pek ¢ok susun tetrasiklin ve streptomisin antibiyotiklerine kars1 da

genis ¢apta duyarli olduklarini belirtmiglerdir.

Lactobacillus suslarinin, kadinlarin genital ve iirogenital sistemlerdeki
enfeksiyonlara sebep olan bazi patojen mikroorganizmalara karsi ¢esitli derecelerde
sus-spesifik antibakteriyel aktivite gdsterdigi daha dnce yapilan cesitli caligmalarda
kanitlanmistir®. Lactobacillus cinsi bakteriler hem patojen mikroorganizmalar ile
rekabete girerek hem de organik asitler (laktik ve asetik asit), H20. ve / veya

bakteriosinler, diisiik molekiillii peptidler ve antifungal peptidler, fenilaktik asit ve
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OH-fenilaktik asit gibi diger antibakteriyel molekiillerin tiretimi ile antimikrobiyal etki
gostermektedirler'®. Bu caligmada en iyi probiyotik karakterdeki vajinal susun

belirlenmesinde genis bir yelpazede patojen bakteriler incelenmistir.

Calismamizda suslarin %95 gibi oldukg¢a yiiksek bir oranla C. albicans Y-
1200-NIH, B. cereus CU1065 ve B. cereus RSKK 709 suslarina karsi antagonistik
aktivite gosterdigi ancak C. tropicalis ATCC 13803 susuna karsi hi¢bir susun
inhibisyon zonu olusturmadig1 gézlemlenmistir. Uriner sistem enfeksiyonlarina sebep
olan firsat¢1 potojenlerden olan E. coli ATCC 25922 tip susuna karst %65, P.
aeruginosa ATCC 2785310 tip susuna karsida %45 oranla antagonistik etkili
bulunmustur. Izolatlarimiz ayrica B. subtilis ATCC 6633 susuna kars1 %70, B. subtilis
W168 susuna kars1 %65, C. albicans ATCC 90028 susuna kars1 %85, C. albicans
ATCC 10098 susuna kars1 %60 oranla antagonistik etki gdsterirken en zayif direnci
%15 oranla S. aureus ATCC 29213 susuna kars1 olusturmuslardir. Calismamizda L1,
L8, L9 ve L16 suslar1 indikatér mikroorganizmalar lizerinde en fazla inhibitér etkiye

sahip suslar olarak tespit edilmistir.

Vajinal mikrofloradan izole edilen suslarin degerlendirildigi c¢aligmalara
baktigimizda Kassaa vd. (2014)'®° Liibnanli saghkli 135 kadinin vajinal
stiriintiilerinden izole edilen 53 adet izolatin probiyotik ozelliklerinin aragtirdiklar
calismada suslarin E. coli CIP 103982, S. aureus ATCC 33862 ve C. albicans ATCC
10231 suslarina kars1 antagonistik aktivite gosterdigi, bir baska ¢alismada saglikli
Bulgar kadinlarinin vajinal siiriintiilerinden izole edilen 20 adet susun E. coli 2747, E.
coli 1438, E. coli HB 101, K. pneumoniae ATCC 10031 ve B. megatherium 9885 tip
suglarina kars1t antagonistik aktivite gosterirken suslarin hicbirinin C. albicans,
Staphylococcus saprophyticus, S. epidermitis, P. vulgaris ve Salmonella typhimurium
suslarmin gelisimini inhibe etmedigi gdzlemlenmistir**®. Vajinal mikrofloradan izole
edilen L. rhamnosus L60 susunun antimikrobiyal aktivitesinin degerlendirildigi bir
baska calismada ise L60 susunun C. albicans, E. aerogenes, E. coli, K. pneumoniae,
P. mirabilis, S. aureus, S. epidermidis ve S. saprophyticus suslarinin gelisimini

engelleyen biiyiik inhibisyon zon ¢aplar1 olusturdugu belirtilmistir'?,
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Ulkemizde yapilan bir ¢alismada vajinal siiriintiilerden izole edilen 58 adet
izolatin %85’nin P. aeruginosa ATCC 29212, %48’nin S. aureus ATCC 2392,
%43’nin  E. coli ATCC 11230 iizerinde inhibitor etkiye sahip oldugunu

belirlemistirt®®

. Yapilan bu ¢alismalar sonucunda elde edilen veriler bizim verilerimiz
ile benzerlik gostererek en biiylik inhibisyon zon ¢aplar1 E. coli ATCC 25922, E.
faecalis ATCC 29212, B. cereus RSKK 709, B. cereus CU 1065, C. albicans ATCC
90028, C. albicans Y-1200-NIH ve K. pneumoniae suslarina karsi olusmustur. Yine
Nami vd. (2014) yilinda yaymnlanan iki farkli ¢alismada arastirmaci vajinal
mikrofloradan izole ettigi L. acidophilus 36YL ve L. plantarum 5BL suslarinin
probiyotik potansiyelini arastirmis ve arastirma sonucunda her iki susunda E. coli 026,
S. aureus ATCC 25923 ve S. typhimurium ATCC 14028 suslarina kars1 etkili oldugunu
vurgularken K. pneumoniae ATCC 10031 ve C. albicans ATCC 10232 suslarina kars1

direngli oldugunu belirtmistir®>>"7,

Hidrojen peroksit Lactobacillus ’lar tarafindan tiretilen bir diger antagonistik
bilesiktir. Vajinal sivida farkli konsantrasyonlarda bir¢ok mikroorganizmaya karsi
toksik etki gostererekvajinal mikroflorada koruyucu bir mekanizma olusturur. Vajinal
salgilarda H2O», ¢esitli mikroorganizmalara karst oldukga toksik olan siliperoksit
anyonlart ve hidroksil serbest radikalleri gibi reaktif oksijen tiirlerine (ROS)
dontstirilir.  Ayrica, Lactobacillus’lar, anaerobik bakterilerin  gogalmasini

engelleyen, vajinal ortamda yiiksek bir oksidorediiksiyon potansiyeline de sahiptir®12°,

Lactobacillus’lar  tarafindan H202 iretimi tekrarlayan idrar yolu
enfeksiyonuna, BV, gonoreve HIV enfeksiyonlarina karsi vajinal mikrofloray:

korudugu gesitli calismalarca kanitlanmistirt®,

Hidrojen peroksit iiretimi MRS agara tetrametilbenzidin ve peroksidaz
enzimleri eklenerek gerceklestirilen yontemler gibi kantitatif yontemler kullanilarak
da Gil vd. (2010)% gerceklestirilebildigi gibi ¢alismamizda oldugu gibi semikantitatif
bir yontem ile de gerceklestirilebilir. Calismamiz sonucunda L1, L3, L5, L10 ve L19
suslarin 10 mg/L degerinde en yiiksek seviyede H2O; lirettigi tespit edilmistir. L9, L11,
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L14, L16, L17 ve L21 suglariin ise 3 mg/L H20: tirettigi, diger suslarin iiretmedigi

belirlenmistir.

Wilks vd. (2004)'"* yaptiklari ¢alismada erken dogum riski olan hamile
kadinlarin  vajinal siirlintiilerinden izole edilen vajinal Lactobacillus’larin
semikantitatif yontem ile H,O, liretim yeteneklerinin arastirildigi c¢alismada 73
Lactobacillus tiirii arasindan en yiiksek H20> {iretim yetenegine sahip susun L. gasseri
ve L. crispatus oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alisma bizim ¢alismamiz ile uyumlu
sonuglari igermekte olup ¢alismamizda da L. crispatus L5 ve L. gasseri L10 suslar1 en
yilksek H»O; lireten suslar arasindir. Yine benzer bir baska calismada saglikli
Birezilyal1 kadmlarmin vajinal mikrofloralarindan izole edilen 11 adet vajinal
Lactobacillus susunun semikantitatif yontem ile H2O2 iiretim yeteneklerinin
arastirildigi caligmada ise L. acidophilus, L. crispatus, L. gasseri, L. johnsonii ve L.
vaginalis suslarmin (3-10 mg/L) H.O iirettigi belirtilmistir'?®. Yine bizim
caligmamizda da vajinal siiriintiilerden izole edilen L. crispatus L5, L. gasseri L10 ve
L. acidophilus L14 suslar1 (3-10 mg/L) deger arasinda H20O> iiretim yetenegine sahip
oldugu tespit edilmistir.

Kardiyovaskiiler hastaliklar diinya capinda goriilen oliimlerin en 6nemli
sebeplerinden biridir ve en dnemli risk faktoriinii kandaki yiiksek kolesterol miktari
olusturmaktadir. Bu hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisindeki ilk hedef bireylerde
goriilen serum kolesterol seviyesini diisiirmeye yonelik olup ilag tedavisi, diyet
uygulamalar1 ve egzersiz gibi hem farmakolojik hem de farmakolojik olmayan
yontemler olmaktadir. Bu yontemler kandaki kolestrol konsantrasyonlarini diisiirmeye
yardimci olsada tedavide yetersiz kalmaktadir. Ozellikle uzun siireli ilag kullaniminin
cesitli yan etkilere sebebiyet vermesinden dolay1 hastalarin pek ¢ogu kandaki yiiksek

serum kolesteroliiniin diisiiriilmesinde ila¢ dis1 tedavileri tercih etmektedir'?%%’,

Bu alanda yapilan in vitro ve hayvan modelli ¢calismalarda Lactobacillus ve
Bifidobacterium suslarindan bazilarinin kandaki yiiksek kolesterolii diisiirdiigii

134

kanitlanmistir—". Ancak LAB’nin kolesterol asimilasyonunu nasil gergeklestirdigine

yonelik pek cok mekanizma 6ne siiriilsede kolesterol miktarini nasil diislirdiigii tam
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olarak anlagilamamistir. Bu nedenle hem kolesterol diisiirme yetenegine sahip 6zel
suslarin tespit edilmesi hem de diisiirme mekanizmasinin belirlenebilmesi i¢in bu

alandaki calismalar hiz kazanmustir.

Yapmis oldugumuz calisgmamizda biitiin suslarin kolesterol asimilasyonu
yetenegine sahip oldugu, % kolesterol asimilasyon degerlerinin tiir i¢cinde ve tiirler
arasinda farklilik gdsterdigi belirlenmistir. Calismada en yiiksek kolesterol giderimi
%39.65 oranla L10 ve L20 suslarinda goriiliirken bu suslar1 takip eden L16 ve L19
suslariin ise %37.93 oranla serum kolesterol seviyesini diisiirdiigi tespit edilmistir.
Yine L18 susunun %33.62 ve L11 susunun %32.75 oraninda kolesterol asimilasyonu
yaptig1 belirlenmistir. Bu sonuglar diger probiyotik 6zellikleri ile dikkat ¢eken bu
suslarin yiiksek kolesterol giderimine sahip olmalar1 ile de potansiyel bir probiyotik

olabilecegine isaret etmektedir.

Baltova ve Dimitrov (2014)'8!, saglikl1 géniilliilerin diskisindan ve gidalardan
izole ettikleri 17 adet L. gasseri susunun probiyotik Ozelliklerinin arastirildig
caligmada en iyi potansiyel probiyotik Ozelliklere sahip L. gasseri 4/13 susunun
baslangic konsantrasyonuna gore sivi besiyerinde %65 oraninda kolesterol
konsantrasyonunu diisiirdiigii tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizda da en iyi
kolesterol asimilasyon yetenegine sahip susun % 39.65 oranla L. gasseri oldugu
belirlenmistir. Suslarin kolestrol giderim oranlar1 arasinda farkliliklar goriilsede L.
gasseri susunun kolesterol giderimi konusunda iyi bir probiyotik mikroorganizma
oldugu yapilan ¢alismalar ile kanitlanmistir. Yine L. gasseri CHO-220 ve iniilinden
olusan sinbiyotik iirlin kullanilarak gergeklestirilen randomize, ¢ift korlii, plasebo
kontrollii ve paralel dizayn edilen bir ¢aligmaya yiiksek kolesterol hastaligina sahip
farkli cinsiyetlerden olusan 32 hasta dahil edilmistir. Tedavi grubu ve plasebo grubu
olmak iizere iki gruptan olusan hasta gruplarinin 12 hafta boyunca giinde 4 kapsiil
sinbiyotik almasi saglanmistir. Sonugta sinbiyotik kullanan grubun kontrol grubuna
kiyasla total plazma kolesterol seviyesinde ve diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)

kolesterol seviyesinde sirasiyla %9.27 ve 7.84 oraninda diisiis oldugu belirlenmistir'%,
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Anandharaj vd. (2015)!% yapmis olduklar1 ¢alismada, Hindistan’da geleneksel
tursulardan izole ettikleri L. crispatus susunun ¢oziilebilir kolesterol ekleyerek
gerceklestirdikleri galismada L. crispatus GI9 susunun (58.08 mg/ml) kolesterol
azalttig1 gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda ise vajinal siiriintiilerden izole ettigimiz
L. crispatus susunun kolesterol giderimi % 19.82 gibi daha diisiik bir oranda
bulunmustur. Bu aradaki farklilik tiir i¢i farkliliklarindan olabildigi gibi suslarin farkli
ortamlardan izole edilen suslar olmasindan ya da calismada farkli kolesterollerin
kullanilmasindan kaynaklanmis olabilir. Ciinkii ¢alismamizda kolesterolii yiiksek
hastalarin serumlarindaki kolesterol miktarinda goriilen azalma oranin arastirilirken
Anandharaj vd. calismalarinda ¢6ziilebilir kolesterol kullanilarak olusturulan yapay

ortamdaki kolesterol giderim oranini arastirmiglardir.

Bosch vd. (2014)?® saglikli cocuklarin digkilarindan izole ettikleri L.
plantarum CECT 7527, 7528 ve 7529 suslarinin kolesterol asimilasyon yeteneklerinin
arastirildig caligsmada coziilebilir kolesterol ve %1°lik safra tuzunun bulundugu MRS
besiyerinde 7527, 7528 suslarinin %42.7 oraninda 7529 susunun ise %42.0 oraninda
kolesterol giderimi yaptigi tespit edilmistir. Elde edilen bu sonuglar yapmis
oldugumuz ¢alisma sonucunda vajinal siirlintiilerden izole edilen L. plantarum L16 ve
L19 suslarinin %37.93 oraninda kolesterol asimilasyonu yaptigi sonucu ile benzerlik
gostermektedir. Yapilan literatiir taramalarinda vajinal mikrofloradan izole dilen
Lactobacillus tiirlerinin kolesterol giderim oranlarinin arastirildigi ¢alismalara pek

rastlanilmamastir.

Vajinal LAB’nin enzim profillerinin belirlendigi ¢calismamizda API-ZYM test
kitine gore suslarin ¢ogunun (%80.9 - 90.4) 16sin arilamidaz, valin arilamidaz, asit
fosfataz, naftol -AS-BI- fosfohidrolaz ve a- glukozidaz enzimleri ile aktivitelerinin
yiiksek diizeyde oldugu gorilmistiir. Tripsin,a- mannosidaz ve B- glukuronidaz
enzimleri ile de suglarin hicbirinin reaksiyon gostermedigi tespit edilmistir.

Herreros vd. (2003)%! ispanyol kegi peynirinden izole ettikleri L. plantarum
ve L. brevis tiirlerinin enzim aktivitelerini degerlendirdikleri ¢alismada suslarin
cogunda 16sin aminopeptidaz, valin aminopeptidaz, asit fosfataz, f galaktozidaz, a

glukozidaz, B gulukozidaz aktivitesi oldugu; alkalin fosfataz, esteraz, esteraz lipaz,
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lipaz, tripsin, kimotripsin, o galaktozidaz, B glukoronidaz aktivitesi olmadigini
bildirmislerdir. Bizim ¢alismamiz sonucunda elde edilen suslarin daha fazla oranda
enzim aktivitesi gOsteren suslardan olusmus oldugu ve biitiin L. plantarum
suslarimizinda bu ¢alisma ile benzer olarak alkalin fosfataz, esteraz, esteraz lipaz,
lipaz, tripsin, kimotripsin, o galaktozidaz ve P glukoronidaz enzim aktivitesi

gostermedigi tespit edilmistir.

Lactobacillus’larin otoagregasyon ve koagregasyon yetenekleri en 6nemli
probiyotik 6zelliklerden biri olup patojen mikroorganizmalarin mukozal yiizeylere
kolonizasyonlarina karsi bariyer gorevi gormeye olanak saglamaktadir. Bu baglanma
Lactobacillus’larin antimikrobiyal metabolitler sentezlemesine ve koagrege olmus
hiicre yiizeyindeki mikroortamm degismesine katkida bulunabilmektedir'?®. Bazi
LAB, substratlar1 par¢calamanin yaninda ayn1 zamanda besin tiriinlerinin emilmesine
ve bakterilerin insan gastrointestinal sistem (GIS) epitel hiicrelerine baglamasina
yardimc1 olan hiicre yiizey proteinleri iiretebilmektedir. Bu baglanma olgusu,
konak¢idan  patojen  bakterilerin  uzaklastirilmasinda  bagisiklik  sisteminin

diizenlenmesi icin gerekli kosullar1 saglamaktadir®’,

Otoagregasyon ve koagregasyonun basta Lactobacillus’larin vajinal ve GIS
yiizeylerine baglanma ve kolonize olmalarina yardimci olmasi, GIS ve diger
yiizeylerin patojen mikroorganizmalara kars1 korunmasi, GIS ve {lirogenital sistemde
kalma stiresinin uzamasi ve mikrobiyal dengeyi koruyarak konakc¢inin sagligim

olumlu etkilemek gibi insan sagh iizerinde pek ¢ok yarari bulunmaktadir®®122202,

Calismamizda vajinal LAB’nin ortalama %67.9 oranla otoagregasyon 6zelligi
gosterdigi, oOzellikle L16 susunun %85.2 gibi olduk¢a yiiksek bir oranda
otoagregasyon kapasitesine sahip oldugu tespit edilmistir. Suglar tiir bazinda
degerlendirildiginde ise tiirler arasinda farkliliklar gézlemlendigi gibi tiir iginde de

farkliliklar goze ¢arpmaktadir.

Kassaa vd. (2014)%° saglikli Liibnanli 135 kadmin vajinal mikrofloralarindan

izole ettikleri vajinal Lactobacillus suslarinin probiyotik 6zelliklerini arastirdiklar
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calismada suslarin otoagregasyon ozelliklerini de degerlendirmigler ve L. acidophilus
susunun %76.2 oranla en yliksek otoagregasyon kapasitesine sahip sus olarak
belirlemislerdir. Bu susu L. platarum %70.4 orani ile takip etmistir. Farkli L. gasseri
suslarini ise sirasiyla 9%62.0, 37.5 ve 31.2 oranlarinda otoagregasyon kapasetisine
sahip olduklarimi bildirmislerdir. Elde edilen bu sonuglar ¢alisma verilerimiz ile
benzerlik gostermekte olup, L. acidophilus L14 susunu %70.2 oraninda, L. plantarum
suslarini %63.6-85.2 arasinda degisen oranlarda ve L. gasseri L10 susunu ise %47.2
oaraninda otoagregasyon kapasitesine sahip oldugunu belirlemistik. L. plantarum
suslar1 arasinda goriilen bu farkliliklar Collado vd. (20070)?% tarafindan yapilan
calismadada farkli bulunmus ve L. plantarum suslarinin otoagregasyon ve

koagregasyon yeteneklerinin sus spesifik oldugu bildirilmistir.

Ulkemizde yapilan benzer bir ¢alismada Eryilmaz’mn 2011 yilinda vajinal
mikrofloradan izole etmis oldugu P. acidilactici OZV ve L. brevis OZV suslarinin 5.
saat sonundaki otoagregasyon yiizdesini P. acidilactici OZV susunda %79.49 oraninda
bulurken L. brevis OZV susunda %78.13 olarak bulduklarmi bildirmislerdir**. Bu
sonuglar c¢alismamizda izole ettigimiz P. acidilactici suslarinin otoagregasyon

yiizdeleri ile (ortalama %74.8) benzerdir.

Caligmamizda en yiiksek otoagregasyon kapasitesine (%85.2) L. plantarum
L16 izolatinin sahip bulunmasi, L. plantarum suslarmin hiicre yiizeylerine ve N-
asetilglukozamin igeren polimerlere baglanma yetenegine sahip LysM bdlgelerini

203

icermesi olabilir™®. Caligmamizda farkli otoagregasyon kapasitesine sahip suslarin

bulunmasi bunun gibi spesifik bilesiklerin bulunup bulunmamasi ile agiklanabilir.

Vajinal LAB’nin C. albicans ATCC 10231, E. coli ATCC 25922 ve P.
aeruginosa ATCC 27853 mikroorganizmalar1 ile koagregasyon ozelliklerini
aragtirdigimiz ¢alismamizda. LAB’nin C. albicans (ortalama %.40.15) ve E. coli
(ortalama 9%36.9) ile iyi koagregasyon yetenegine sahip olduklar1 goriilirken P.
aeruginosa ile koagrege yeteneklerinin diisiik oldugu belirlenmistir. Koagregasyon
yetenegi en iyi olan suslarin L9, L13, L16, L19 ve L21 nolu suslar oldugu tespit

edilmistir. Tir bazinda degerlendirildiginde ise L. plantarum ve L. rhamnosus
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suslariin pek ¢ogunun kontrol susumuza kiyasla ¢ok iyi koagregasyon ozelligi

gosterdigi Ve en iyi tiirlin L. plantarum oldugu belirlenmistir.

Verdenelli vd. (2014)® bes farkli vajinal Lactobacillus susunun klinik olarak
izole edilmis farkli Candida tiirleri iizerindeki adezyon yeteneklerinin ve antipatojenik
aktivitesini arastirdigi ¢alismada Candida tiirleri ve Lactobacillus tiirleri arasinda
Lactobacillus plantarum 319 susunun en yiiksek koagregasyon yetenegine sahip

oldugu bildirilmistir.

Koagregasyon ile patojenler etrafinda kii¢iikk bir ortam olusturabilmesi ve
yiiksek miktarda inhibitor maddeler sentezleyerek patojenlerin yayilimlarini
engelleyebilmesi nedeniyle Lactobacillus tiirlerinin Candida suslari ile koagregasyonu
vajinal maya enfeksiyonlara kars: korunmada oldukca énemlidir®. Calismanizda da
izole edilen suslarin pek ¢ogunun C. albicans ile iyi koagrege oldugu, %52.05 oram
ile L5 susunun en yiiksek koagregasyon aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir. Bu
sonuglar; L5 susunun basta olmak tizere ¢calismamizda izole edilen pek ¢ok susun C.
albicans’in vajinal invazyon ve adezyonunu engelleyebilecegini ve vajinal Candida

enfeksiyonuna kars1 koruyucu rol iistlenebilecegini gostermektedir.

Gil vd. (2010)% saglikli Brezilyal kadinlarin vajinal mikrofloralarindan izole
ettikleri 11 adet vajinal Lactobacillus suslarinin fakli Candida tiirleri ile koagregasyon
yeteneklerini arastirdiklari ¢alismada L. crispatus susunun C. albicans, C. glabrata, C.
krusei ve C. tropicalis tiirleri ile yiiksek oranda koagregasyon yetenegi gosterdigini
belirlemistir. Bizim ¢alismamizda da benzer olarak L. crispatus L5 susunun %52.05

oranla C. albicans ile koagrege oldugu goriilmiistir.

Pithva vd. (2014)% bebek diskisindan ve saglikli kadinlarm vajinal
mikrofloralarindan izole ettikleri L. rhamnosus suslarinin otoagregasyon kapasitesini
24. saatin sonunda %47-87 arasinda oldugunu, ¢alismada kullanilan L. rhamnosus Fb,
231 ve Vc suslarinin koagregasyon yiizdesininde E. coli ile sirast ile %36,37 ve 39 ve
C. albicans ile yine sirasi ile %52, 63 ve 52 oldugunu tespit ettiklerini belirtmislerdir.

Verilen bu sonuglar bizim ¢aligmamizda elde ettigimiz L. rhamnosus L8, L12, L13 ve
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L15 suslarinin C. albicans ile gostermis oldugu koagregasyon yiizdeleri (sirasi ile
%44, 47, 50 ve 46) ve E. coli ile gostermis oldugu koagregasyon yiizdeleri (sirasi ile
%38, 35, 38 ve 41) ile benzer bulunmustur.

Potansiyel probiyotik adaylarin in vitro olarak degerlendirilmesi i¢in FAO
(Gida ve Tarim Organizasyonu / WHO (Diinya Saglik Organizasyonu) tarafindan
onemli olarak diisiiniilen testlerden biri de, miisin ve insan epitel hiicrelerine yapisma

kapasitesidir?®

. Lactobacillus’larin vajinal epitel hiicrelere baglanmasi, firsatgi
patojen kolonizasyonunu 6nlemeye yonelik bir bariyer olusumundaki ilk adim olarak
tanimlanmaktadir. Lactobacillus’larin yapigsmasi, vajinal epitelyumda bir bakteri
filminin olusumuna ve patojenlerin vajinal mukozadan ¢ikarilmasina katkida
bulunabilmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda vajinal mikrofloradan izole edilen
LAB’nin epitel hiicrelere baglanma kapasitelerinin belirlenmesi amaci ile saglikli

kadinlarin idrarindan elde edilen tiroepitelyal hiicreler kullanilmistir.

Calisma sonucunda tiroepitel hiicrelere en iyi baglanma oran1 olan suslar L9,
L16, L19 ve L21 olarak belirlenmistir. Tiir bazinda degerlendirildiinde ise
calismamizda en iyi baglanma ozelligine sahip susun L. plantarum susu oldugu
goriilirken P. acidilactici suglarimin baglanma oranlarinin ise diisiik oldugu tespit

edilmistir.

Probiyotikler, saglik {izerinde yararli etkileri olan ve farkli terapdtik
aktivitelere ve anti-karsinogenik O6zelliklere sahip mikroorganizmalardir. Yapilan
caligmalarda probiyotiklerin gogiis, mesane, kolon, servikal, karaciger ve mide gibi
farkli kanser hiicre hatlar lizerinde yiiksek apoptik ve antiproliferatif etki gosterme

yetenegine sahip oldugu goriilmiistiir'®2,

Servikal kanser insan papilloma viriisii (HPV) ile iligkili bir kanser tiiriidiir.
HPV enfeksiyonlarinin pek c¢ogu gecici veya aralikli olarak ve kendiliginden
iyilesebilmektedir. Bu nedenle, Lactobacillus cinsi bakteriler tarafindan kontrol edilen
servikal mikroflora, HPV enfeksiyonundan korunma ve enfeksiyon sonrasi servikal
kanser gelisiminin 6nlenmesi agisindan biiylik 6nem tagimaktadir. Bu alanda yapilan

calismalarda vajinal mikrofloradan izole edilen LAB’nin antitimér etkilerinin
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oldugunu ve serviks kanserini énlemesinin olasi oldugunu dogrulamaktadir’>2%, Bu

amagla ¢alismamizda ayrica vajinal mikrofloradan izole edilen LAB suslarina ait
metabolit sekresyonlarin Hela ve Caco-2 kanser hiicre hatt1 tizerindeki antiproliferatif

etkisi arastirilmistir.

Yapilan literatiir ¢alismalarinda aragtirmacilarin daha ¢ok probiyotiklerin
kolorektal kanser iizerindeki etkinligine yonelik calismalar gerceklestirdikleri
goriilmiistiir. Biz calismamizda; oncelikle vajinal mikrofloradan izole ettigimiz
LAB’nin servikal kanser hiicre hatti iizerindeki antiproliferatif etkisinin
belirlenmesinin ardindan, HeL a hiicreleri tizerinde antitiimér etkinligi olan suslar daha

sonra Caco-2 hiicre hatti iizerindeki antiproliferatif etkinligi yoniinden arastirilmustir.

Vajinal mikrofloradan izole edilen LAB’nin siipernatantinin liyofilizasyonu
sonucu elde edilen metabolit iriinlerinin HeLa ve Caco-2 kanser hiicre hatlar
tizerindeki anti proliferatif etkisinde, test edilen metabolitlerin dozunun arttik¢a
hiicreler tizerindeki sitotoksik etkinin arttigi ve hiicre hatlarindaki canlilik oraninin
azaldig goriilmiistiir. Calisma sonucunda biitiin suslarin HelLa hiicre hatt1 {izerinde
belirgin bir antiproliferatif etkilerinin oldugu tespit edilmistir. Ozellikle L1 (LDso:
0,00639 gr/ml ), L8 (LDso: 0,008558 gr/ml) L12 (LDso: 0,009768 gr/ml), L13 (LDso:
0,009419 gr/ml) ve L19 (LDso: 0,007 gr/ml) suslarinin anlamli bir antiproliferatif etki
yarattigr gézlemlenmistir. HeLa hiicreleri {izerinde en biiyiik antiproliferatif etkinin
suslara ait metabolitlerin en yiliksek dozlarinda %70-95 arasinda Olim oran

gorilmiistiir.

Calismada, HeLa hiicre hatt1 iizerinde anlamli sitotoksik etki gosteren L1, L6,
L8, L12, L13 ve L19 suslarinin Caco-2 hiicre hatti iizerindeki antiproliferatif
etkisiarastirildiginda ise L. paracasei L1 (LDso: 0,0055 gr/ml), L6: P. acidilacitici
(LDs0:0,0056 gr/ml), L. rhamnosus L8 (LDs0:0.0075gr/ml), L. rhamnosus L12 (LDso:
0,0048 gr/ml), L. rhamnosus L13 (LDso: 0,0032 gr/ml) ve L. plantarum L19 (LDso:
0,0014 gr/ml) suslarmin Caco-2 iizerinde 6nemli bir sitotoksik etki yarattig
gozlemlenmistir. Caco-2 hiicreleri lizerinde en biiyiik antiproliferatif etkinin suslara

ait metabolitlerin en yliksek dozlarinda %75-95 arasinda 6liim oran1 goriilmiistiir.
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Vajinal LAB’nin HeLa ve Caco-2 kanser hiicre hatlar1 lizerindeki sitotoksik
etkilerinin degerlendirildigi calisma sonucunda, Caco-2 hiicre hatt1 iizerinde LDsg
degerlerinin daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu diisiis se¢ilen vajinal izolatlarin
HelLa hiicre hattina gore Caco-2 hiicre hatt1 iizerinde daha etkili oldugunun kanitidir.
Sonug olarak secilen izolatlarin kolorektal kanser lizerindeki antikanser etkinligi

servikal kansere gore daha yiiksek bulunmustur.

Vajinal mikrofloradan izole edilen suslarin kullanildigi ¢aligmalara
baktigimizda Motevaseli vd. (2013)?® vajinal kokenli L. gasseri ve L. crispatus
suslarinin normal servikal hiicrelerde ve HeLa hiicrelerindeki antitiimor etkisini
arastirdigl ¢alismada vajinal Lactobacillus’larin servikal tiimor hiicreleri tizerinde
sitotoksik etki gosterdigi, normal hiicrelerde higbir degisiklik gozlenmedigi
belirtilmistir.

Nami vd. (2014a)'*° saglikli Iran kadilarmin vajinal mikroflorasindan izole
ettikleri L. acidophilus 36 YL susunun AGS, HeLLa, MCF-7, HT-29 ve normal hiicre
olan HUVEC hiicre hatlarindan olusan dort farkli karsinom hiicre lizatlar1 tizerindeki
anti-kanser aktivitesini zaman ve doza bagimliligini belirledikleri ¢aligmada L.
acidophilus 36 YL susunun hiicre siipernatantinin liyofilizasyonunu kullanmislardir. L.
acidophilus 36YL susunun hiicre hatlar1 iizerinde en yiiksek metabolit dozunun
uygulandig1 ¢aligmada 24 saat inkiibasyonun ardindan HT-29, HeLa, MCF-7 ve AGS
hiicre hatlarinda goriilen canli hiicre sayisini sira ile %14, %21, %33 ve %43 olarak

tespit etmislerdir.

Kaewnopparat vd. (2013)'¢3saglikli kadinlarin vajinal mikrofloralarindan izole
ettikleri L. fermentum SK5 susunun probiyotik &zelliklerinin ve HeLa, HT-29 ve Caco-
2 hiicrelerine baglanma mekanizmalariin arastirildigi bir bagka ¢aligmada ise L.
fermentum SK5 susunun HeLa, HT-29 ve Caco-2 hiicrelerine sirasiyla % 92, 93 ve 93
oranlarinda baglanarak hiicrelerin gelisimini inhibe ettigi gosterilmistir. Calismamizda

benzer olarak L1 susunun HeLa hiicreleri iizerinde en biiylik antiproliferatif etkinin
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metabolitin 0.16 gr/ml’lik en yiiksek dozunda %90-95 diizeyinde Oliim orani

gozlemlenirken canli hiicre sayisinin %5-10 arasinda oldugu goriilmiistiir.

Thirabunyanon ve Hongwittayakorn (2013)%°® bebek gaitalarindan izole
ettikleri P. pentosaceus FP3, L.salivarius FP25, L. salivarius, FP35 ve E. faecium
FP51 suslarinin kolon kanseri iizerindeki antiproliferatif etkilerinin arastirdiklar
¢alismada hiicre canlilik oranlarini %17-35 arasinda oldugunu bildirmislerdir. Bizim
calismamizda da segilen vajinal izolatlarin HelLa ve Caco-2 hiicre hatlar1 lizerindeki

hiicre canlilik oranlar1 %5-25 arasinda tespit edilmistir.

Bu calismada elde edilen sonugclar 15181nda, izole edilen suslarin pek cogunun
probiyotik potansiyele sahip oldugu goriilmektedir. Ozellikle L. plantarum L9 ve L16
suglarinin GIS kosullarinda hayatta kalmak i¢in iyi bir kabiliyete sahip oldugu, asit ve
safra direnciyle ilgili en iyi 6zellikleri tasimalarmin yaninda, iyi bir antagonistik
aktivite gosterdigi, cogu antibiyotige karsi direnglilik spektrumu gelistirdigi ve ayrica

yiiksek otoagregasyon ve koagregasyon aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir.

Analiz edilen baz1 suslarin, tek basina veya diger Lactobacillus suslar ile
birlikte oral ya da vajinal preparasyonlarin (ovul ya da antiseptik su) tretiminde
kullanilabilecek olasi adaylar oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle, bu calisma
sayesinde, lirogenital sagligin iyilestirilmesi ve silirdiirlilmesine yardimci olmak ve
vajinal enfeksiyonlarin neden oldugu klinik belirtileri ve semptomlar1 azaltmak i¢in
etkili probiyotik 6zelliklere sahip Lactobacillus suslarinin bir karisimini igeren yeni

bir probiyotik preparasyon tasarlamak miimkiin olabilecektir.

Calismamizda izole edilen LAB’i arasindan L1, L8, L12, L13 ve L19 suslarina
ait ¢esitli metabolit iirlinlerin servikal ve kolorektal kanser iizerinde antikanser aktivite
gosterdigi tespit edilmistir. Bu sonuglar LAB metabolitlerinin ileride yapilacak olan
kapsamli klinik ¢aligmalarin ardindan kanserli hiicreleri yok etmek ya da kanserden

korunmak amaci ile kullanilabilecek olasi adaylar oldugunu kanitlar niteliktedir.
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Suglarin oral, vajinal, kuru toz veya siispansiyon olarak kullanimimin klinik
olarak iyi karakterize edilmesi ve test edilmesi kritik onem tasimaktadir. Bu nedenle
probiyotiklerin vajinadaki etki mekanizmalari, savunma 6zelliklerini aydinlatmak ve
sonrasinda probiyotiklerin uygulanabilirligi ag¢isindan dogru formiilasyonlari
gelistirmek icin ¢ok sayida hasta iceren daha fazla klinik c¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir, ancak daha 6nce yapilan gesitli klinik ¢aligmalar potansiyel probiyotik
suslarin  kullanimi ile bir¢ok kadimin vajinal saglhigmin korunabilecegini ve

iyilestirilebilecegini gostermektedir.
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MRS (deMan Rogosa Sharpe)

7. EKLER

EK1

agarbesiyerinin kimyasal bileseni

Bilesen Miktar (g/L)
Kazein pepton 109
Et ekstrakti 10 g
Maya ekstrakti 44
D(+) Glukoz 20 g
KoHPO4 29
di-Ammonium 29
hydrogen citrate
MgSO4 0,29
MnSO4 0,04 g
Tween 80 1g
Sodyum asetat 59
Agar-agar 14 g
pH 5,7+0,2 ( sterilizasyondan 6nce)

PDA (Potato Dextrose Agar)

besiyerinin kimyasal bileseni

Besiyerlerinin Kimyasal Bilesenleri

TSB (Tryptic Soy Broth)besiyerinin

kimyasal bileseni

Bilesen Miktar (g/L)
Kazein pepton 17¢
Soya pepton 30
Glukoz 250
NaCl 50
KoHPO4 259

pH 7.3 £0,2 ( sterilizasyondan dnce)

Bilesen Miktar (g/L)
Patates infiizyonu 49
Glukoz 20 g
Agar-agar 159

pH's1 5,6+0,2 (sterilizasyondan sonra)

EK 2
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Tampon ve Cozeltiler

Phosphate Buffered Saline (PBS) tamponu

Bilesenler Konsantrasyon Konsantrasyon g/L
(mmol/L)
NacCl 137 8.0g
KCI 2.7 0.2g
NazHPO4 10 1449
KH2PO4 1.8 0.24¢
pH 7.4
40x TAE tamponu
Bilesenler Konsantrasyon (M) Konsantrasyon
Tris-Base 1.6 38.72 ¢
Na Asetat x3 H20 0.8 21.78 ¢
EDTA 40 3.04¢
Distile su 200 ml
pH 7.2
Gram Boyamada kullanilan ¢ozeltilerin icerikleri
Kristal Violet stok ¢ozeltisi
Kristal Violet 19
Etanol %95
dH20 100 ml’ye tamamlanir
Bazik Fuksin stok cozeltisi
Bazik fuksin 39
Etanol %95
dH20 100 mI’ye tamamlanir
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Agaroz Jel Elektroforezinde kullanilan tamponlar ve ¢ozeltile

Tris-Borik asit tampon (1X) pH 8.3

Tris 10.8 ¢
Borik Asit 55¢g
EDTA 0949
Distile su 1000 ml
Yiikleme boyasi

Brom fenol blue 0,259
Sakkaroz 409
Distile su 100 ml

filtreden gecirilmistir.

Karisim 100ml de ¢oziilerek 0,22 um g¢apindaki (Milipore, USA) membran

Etidyum bromit ¢ozeltisi

Etidyum bromit

1g

Distile su

100 ml

filtreden gecirilmistir.

Karigim 100ml de ¢oziilerek 0,22um g¢apindaki (Milipore, USA)membrane

% 1’ lik agaroz jel

Agaroz 0,79
IX TAE 100 ml
EtBr 4 ul
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EK 3
DNA ANALIZINDE KULLANILAN
MOLEKULER MARKORLER

Plus DNA Ladder

#SMO0321 50 pg
(for 100 applications)

Lot: 00285307 Expiry Date: 02.2019

Concentration: 0.5 pg/uL
Supplied with: 1 mL 6X DNA Loading Dye

Store at -20°C

Protocol for Loading
Loading mixture for the 5 mm gel lane™:

pomponent e et - ool GRS L o
i SR Agarose Polyacrylamide
DNA ladder (0.5-1 pg) 1-2 UL 1-2 L
6X DNA Loading Dye 1pL 05L
Deionized water 4-3pL 1.5-0.5 pL
6 pL 3L

GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder

bp ng/0.5 pg %

~3000 28 56

—~2000 28 58

1500 28 686

120 28 56
71000 80 16.0

—or 27 %4

—800 97 &4

— 700 7 54

—60D 27 54
—500 80 16.0

R 400 20 6O

30 30 60

—200 20 80

—00 230 60

1 7% agarase
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EK 4

Hasta Bilgi Formu

Tarih:...../ ..o veeen

AHI EVRAN UNIVERSITESI FEN EDEBIVAT FAKULTESI BIiYOLOJI BOLUNMD
Bilimsel Arastrmalar Hasta Bilgi Formu

Hasta Bilzileri

Adi. e —— Protokol No:....eevvvnennen.
BT T |, Tel:

B L

-Hastamin en son antibiyotik Enllandif) Zaman......ccceocimeemnmm .

-Hastammm daha Gnce vajinal bir enfeksivon gecirip gecirmedigi. Gecirmis ise ne
enfeksivonn oldugn ve siiresi.

-Hasta hamile ise kac ayhk hamile oldugu......ccocvvvereveiraninnn.

-Hastamin baska bir hastah® olup olmadil.......ocimmmimnimmmmmmms .
- Hasta haklondaki diger bilgiler.......coccouiimmimmmm s s s s ssn s
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EKS

16S Dizi analiz ve BLAST sonucu

L1: Lactobacillus paracasei susunun 16S rDNA Analiz Sonucu
Baz sayisi: 1430

CAGTCGAACGAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCACCGAGATTCAACATGGA
ACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGAT
AACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTT
GGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCT
AGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGT
TGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTACTACGGGAGGCAGCA
GTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTG
AAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAG
TAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCAGGGCTAATTACGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTA
AAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGA
GGAAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTC
CATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGC
GGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGG
TTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACG
ACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTT
GATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCAT
GGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTG
ACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTG
GGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCA
AGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACA
CGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCC
GGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGA
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L2: Lactobacillus paracasei susunun16S rDNA Analiz Sonucu
Baz sayisi1: 1430

CGTCGTACGAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCACCGAGATTCAACATGGAAC
GAGTGGCGGACGGCTGAGTCACACGTGGGCAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAA
CATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGG
CTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAG
TTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTG
ATCGGCCACATTGGGACTGAGCCAGGACCAAACCTAATACGGGAGGCAGCAGT
AGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAA
GAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTA
ACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAA
GCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGG
AAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGGCAGTGGAACTCCA
TGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTT
TCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGA
CCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC
ATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTG
ATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATG
GTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
CCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGA
CAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGG
GCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAA
GCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACAC
GAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCC
GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCG
GTGGTCGTATACTCCGTAGGAGCTAT
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L3: Lactobacillus paracasei susunun16S rDNA Analiz Sonucu
Baz sayisi: 1437

CATGCAGTCGAACGAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCACCGAGATTCAACAT
GGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGG
GGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGT
TCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGA
GGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAG
CAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAG
TGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAG
AGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCG
TAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACC
GAGGAAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAAC
TCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGG
CGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGG
GTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTAC
GACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
GCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTT
TGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCA
TGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC
AACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGT
GACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCT
GGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTC
AAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTAC
ACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTC
CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCGAAGC
CGGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCC
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L5: Lactobacillus crispatus susunun16S rDNA Analiz Sonucu
Baz sayis1: 1426

GCAGTCGAGCGAGCGGAACTAACAGATTTACTTCGGTAATGACGTTAGGAAAGC
GAGCGGCGGATGGGTGAGTAACACGTGGGGAACCTGCCCCATAGTCTGGGATAC
CACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGGATAAGAAAGCAGATCGCATGATCAGCTT
TTAAAAGGCGGCGTAAGCTGTCGCTATGGGATGGCCCCGCGGTGCATTAGCTAG
TTGGTAAGGTAAAGGCTTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTG
ATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAG
AAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTGGTGAAGAAGGATAGAGGTAGTAA
CTGGCCTTTATTTGACGGTAATCAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAG
CGAGCGCAGGCGGAAGAATAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGG
AACTGCATCGGAAACTGTTTTTCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAACTCCAT
GTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGC
TCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGGAGGTTT
CCGCCTCTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGAC
CGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCA
TGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTAGTG
CCATTTGTAGAGATACAAAGTTCCCTTCGGGGACGCTAAGACAGGTGGTGCATG
GCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
CCCTTGTTATTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGA
CAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGACCTGG
GCTACACACGTGCTACAATGGGCAGTACAACGAGAAGCGAGCCTGCGAAGGCA
AGCGAATCTCTGAAAGCTGTTCTCAGTTCGGACTGCAGTCTGCAACTCGACTGCA
CGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTCTGCAATGCCCAAAGCC
GGTGGCCTAACCTTCGGGAAGGAG

151



L6: Pediococcus acidilactici susunun16S rDNA Analiz Sonucu
Baz sayisi1: 1453

TGCAAGTTCGAACGAACTTTCCGTTTGATTGATTATGAAGGTGCTTTGCACTGAA
TGAGATTTTAACACGAAGTTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACC
TGCCCAGAAGCAGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACAG
AGAAAACCGCCTGGTTTTCTTTTAAAAGATGGCTCTGCTATCACTTCTGGATGGA
CCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCTCACCAAGGCGATGATGCG
TAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAG
CAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGA
AGAACGTGGGTGAGAGTAACTGTTCACCCAGTGACGGTATTTAACCAGAAAGCC
ACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCC
GGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTAATGTGAAAG
CCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAA
AAGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAAC
ACCAGTGGCGAAAGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTTAGGCTCGAAAGCA
TGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGATTA
CTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGTAATC
CGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAAGAATTGACGGGGGCLCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCA
GGTCTTGACATCTTCTGCCAACCTAAGAGATTAGGCGTTCCCTTCGGGGACAGA
ATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTA
GTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCA
TGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTCG
CGAAACCGCGAGGTTTAGCTAATCTCTTAAAACCATTCTCAGTTCGGACTGTAGG
CTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCC
GCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGGAAG
TTTGTAAACAACCCAGAAGCCGGTGGGGGAAACCTTTGAAGGAAGCG
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L7: Pediococcus acidilactici susunun16S rDNA Analiz Sonucu
Baz sayisi: 1381

TCCGTTTGATTGATTATGAAGGTGCTTTGCACTGAATGAGATTTTAACACGAAGT
TGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAGAAGCAGGGGAT
AACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACAGAGAAAACCGCCTGGTTTTC
TTTTAAAAGATGGCTCTGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAG
TTGGTGGGGTAACGGCTCACCAAGGCGATGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTA
ATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAG
AAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACGTGGGTGAGAGTAA
CTGTTCACCCAGTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAG
CGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTAATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGA
AGTGCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAAAAGACAGTGGAACTCCAT
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAAGCGGC
TGTCTGGTCTGTAACTGACGCTTAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGATTACTAAGTGTTGGAGGGTTT
CCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGTAATCCGCCTGGGGAGTACGAC
CGCAAGGTTGAAACTCAAAAGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCA
TGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGC
CAACCTAAGAGATTAGGCGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGG
TTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC
CCTTATTACTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGAC
AAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGG
CTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTCGCGAAACCGCGAGGTTTAG
CTAATCTCTTAAAACCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACG
AAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATG
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L8: Lactobacillus rhamnosus susunun 16S rDNA Analiz Sonucu
Baz sayisi: 1379

AACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAGTTCTGATTATTGAAG
GTGCTTGCATCTTGATTTAATTTTGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGT
GGGAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCA
TAAATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTT
GGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAA
TGATACGTAGCCGAACTGGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCC
CAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTG
ATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGT
TGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAG
AAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGC
GTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATG
TGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTG
CAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGG
AAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCG
AAAGCATGGGTAGGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGAT
GAATGCTAGGTGTTGGAGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGATTAAGC
ATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTAC
CAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAA
AATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTC
TAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCAT
CATGCCCCTTATGACCGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTT
GCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGTGCAAC
TCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGA
ATAGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCC
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L9: Lactobacillus plantarum susunun16S rDNA Analiz Sonucu
Baz sayis1: 1438

ACATGCAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATT
TGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGG
GGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGT
CCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTA
GCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGA
GGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGA
GTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTGTTAAAGAAGAACATATC
TGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTG
GGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTC
AACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTG
GAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCG
AAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTG
GAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGG
AGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGAC
ATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGT
GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG
AGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTAT
GACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCG
AGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCG
CCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATA
CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCA
AAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAACCAGCC
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L10: Lactobacillus gasseri susunun16S rDNA Analiz Sonucu
Baz sayisi: 1372

TGCAAGTCGAGCGAGCTTGCCTAGATGAATTTGGTCTTGCACCAAATGAAACTA
GATACAAGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAAGAG
ACTGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGGATAACAACACTAGACGC
ATGTTAGAGTTTAAAAGATGGTTCTGCTATCACTCTTGGATGGACCTGCGGTGCA
TTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAATGATGCATAGCCGAGTTG
AGAGACTGATCGGCCACATTGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAG
TGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGGTAGTGAAGAAAGATAGAGGT
AGTAACTGGCCTTTATTTGCGGTAATTACTTAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGTGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAA
AGCGAGTGCAGGCGGTTCAATAAGTCTGATGTGAAAGCTCGGCTCAACCGGAGA
ATTGCATCAGAAACTGTTGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAACTCCATG
GTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTC
TCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGGAGGTTTCC
GCCTCTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCG
CAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATG
TGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCAGTGCA
AACCTAAGAGATTAGGAGTTCCCTTCGGGGACGCTGAGACAGGTGGTGCATGGC
TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC
CTTGTCATTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACA
AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGACCTGGGC
TACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGAAGCGAACCTGCGAAGGCAAG
CGGATCTCTGAAAGCCGTTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACG
AAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGTCA
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L11: Pediococcus acidilactici susunun16S rDNA Analiz Sonucu
Baz sayisi: 1393

TACATGCAAGTCGAACGAACTTCCGTTAATTGATTATGACGTGCTTGCACTGAAT
GAGATTTTAACACGAAGTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTG
CCCAGAAGCAGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACAGAG
AAAACCGCCTGGTTTTCTTTTAAAAGATGGCTCTGCTATCACTTCTGGATGGACC
CGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGATGATGCGTA
GCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGC
AACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAA
GAACGTGGGTGAGAGTAACTGTTCACCCAGTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCA
CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCG
GATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTAATGTGAAAGC
CTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGA
GGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACAC
CAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATG
GGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGATTACT
AAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGTAATCCG
CCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAAAATTGACGGGGGCCCGCA
CAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGT
CTTACATCTTCTGCCAACCTAAGAGATTAGGCGTTCCCTTCGGGGACAGAATGAC
AGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGTGAG
ACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCC
CTTATGACCTGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTCGCGAAAC
CGCGAGGTTTAGCTAATCTCTTAAAACCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAA
CTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTG
AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATG

157



L12: Lactobacillus rhamnosus susunun16S rDNA Dizi Analiz Sonucu
Baz sayisi1: 1433

GCAGTCGAACGAGTTCTGATTATTGAAAGAGTGCTTGCATCTTGATTTAATTTTG
AACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGG
ATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAAATCCAAGAACCGCATGGTTC
TTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAG
CTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAATGATACGTAGCCGAACTGAGAG
GTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGT
GAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGA
GTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGT
AAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCG
AGGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACT
CCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGG
CGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGG
GTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTAC
GACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
GCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTT
TGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCA
TGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC
AACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGT
GACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCT
GGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTC
AAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTAC
ACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTC
CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCGAAGC
CGGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAG
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L13: Lactobacillus rhamnosus susunun16S rDNA Dizi Analiz Sonucu
Baz sayisi: 1344

AGTTCTGATTATTGAAAGGTGCTTGCATCTTGATTTAATTTTGAACGAGTGGCGG
ACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAA
ACAGATGCTAATACCGCATAAATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGAT
GGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGG
TAACGGCTCACCAAGGCAATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCAC
ATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTC
GGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCG
GCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGG
TAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGCGTAAAGCGAGCGCAGGC
GGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGTGCATCGGA
AACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGT
AACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGT
GCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC
GAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGA
TCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGT
TGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAACCGGAGGAAG
GTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCT
ACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAA
GCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAGTCGGAATCGCT
AGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTT
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L14: Lactobacillus acidophilus susunun16S rDNA Dizi Analiz Sonucu
Baz sayisi1: 1433

ATGCAGTCGAGCGAGCTGAACCAACAGATTCACTTCGGTGATGACGTTGGGAAC
GCGAGCGGCGGATGGGTGAGTAACACGTGGGGAACCTGCCCCATAGTCTGGGAT
ACCACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGGATAAGAAAGCAGATCGCATGATCAGC
TTATAAAAGGCGGCGTAAGCTGTCGCTATGGGATGGCCCCGCGGTGCATTAGCT
AGTTGGTAGGGTAACGGCCTACCAAGGCAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGAC
TGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAG
TAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
AGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTGGTGAAGAAGGATAGAGGTAGT
AACTGGCCTTTATTTGACGGTAATCAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAA
AGCGAGCGCAGGCGGAAGAATAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGA
GGAACTGCATCGGAAACTGTTTTTCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAACTCC
ATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCG
GCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGGAGGT
TTCCGCCTCTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG
ACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTAG
TGCAATCCGTAGAGATACGGAGTTCCCTTCGGGGACACTAAGACAGGTGGTGCA
TGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC
AACCCTTGTCATTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAATGAGACTGCCGGT
GACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGACCT
GGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGTACAACGAGGAGCAAGCCTGCGAAGG
CAAGCGAATCTCTTAAAGCTGTTCTCAGTTCGGACTGCAGTCTGCAACTCGACTG
CACGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTT
CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTCTGCAATGCCCAAAG
CCGGTGGCCTAACCTTCGGGAAGGAGCCGTG
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L15: Lactobacillus rhamnosus susunun16S rDNA Dizi Analiz Sonucu
Baz sayisi1: 1375

CAGTCGAACGAGTTCTGATTATTGAAAGGTGCTTGCATCTTGATTTAATTTTGAA
CGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATA
ACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAAATCCAAGAACCGCATGGTTCTTG
GCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTA
GTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTT
GATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAA
GAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTA
ACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAA
GCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGG
AAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCA
TGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTT
TCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGA
CCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC
ATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTG
ATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATG
GTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
CCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGA
CAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGG
GCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAA
GCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACAC
GAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCC
GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA
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L16: Lactobacillus plantarum susunun16S rDNA Dizi Analiz Sonucu
Baz sayisi: 1441

ACATAGCAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACAT
TTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGG
GGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGG
TCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATT
AGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAG
AGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCATACGGGAGGC
AGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTG
AGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTG
AGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTAC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGG
CGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAA
CCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGA
ACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAA
GGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGA
GGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGT
ACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG
GAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATA
CTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGT
GCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG
CGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCC
GGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGA
CCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAG
AGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCC
TACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACG
TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAA
AGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAACCAGCCAGATA
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L17: Lactobacillus spp. susunun16S rDNA Dizi Analiz Sonucu
Baz sayisi: 1437

ACAGTCGAACGAGTTCTGATTATTGAAAGGTGCTTGCATCTTGATTTAATTTTGA
ACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGAT
AACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAAATCCAAGAACCGCATGGTTCTT
GGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCT
AGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGT
TGATCGGCCACATTGGGACTGAGCACAGGCCAAACTAATACGGGAGGCAGCAG
TAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
AGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGT
AACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAA
AGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAG
GAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCC
ATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCG
GCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGT
TTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACG
ACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTT
GATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCAT
GGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTG
ACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTG
GGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCA
AGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACA
CGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCC
GGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCGACGA
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L18: Lactobacillus plantarum susunun16S rDNA Dizi Analiz Sonucu

Baz sayisi: 1411

TGCAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGA
GTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGA
TAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGCCGCATGGTCCGA
GTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTA
GATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGT
AATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
AGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGT
AACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGTTTATTGGGCGTAAA
GCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAG
AAGTGCCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATG
TGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCT
GTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCC
GCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCG
CAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATG
TGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCA
AATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGT
TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC
CTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACA
AACCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAATCGCGAGAGTAAGCTA
ATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCGCAACTCGCCTACATGAAGT
CGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCC
TTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGG
GTAACCTTT
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L19: Lactobacillus plantarum susunun 16S rDNA Dizi Analiz Sonucu
Baz sayis1: 1438

CATGCAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTT
GAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGG
GATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTC
CGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAG
CTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAG
GGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGT
GAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGA
GTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGT
AAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCG
AAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACT
CCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGG
CGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGG
GTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTAC
GGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
GCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACT
ATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGC
ATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGG
TGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACC
TGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAG
TAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTA
CATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTT
CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAG
TCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAACCAGCCTACC
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L20: Lactobacillus paracasei susunun16S rDNA Dizi Analiz Sonucu

Baz sayisi: 1435

CAGTCGAACGAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCACCGAGATTCAACATGGA
ACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGAT
AACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTT
GGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCT
AGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGT
TGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAG
TAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
AGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGT
AACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAA
AGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAG
GAAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCC
ATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCG
GCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGT
TTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACG
ACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTT
GATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCAT
GGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTG
ACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTG
GGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCA
AGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACA
CGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCC
GGTGGCGTAACCCTTTTAGGAGCGAGCCAGC
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L21: Lactobacillus plantarum susunun16S rDNA Dizi Analiz Sonucu
Baz sayis1: 1368

ATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGT
AACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCT
AATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGC
TATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCA
CCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTG
AGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGG
ACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAA
AACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGG
TATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA
GGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTT
TAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGG
AAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACG
CTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATA
CCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCT
AACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACG
CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTT
CCCTTCGGGGACATGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCGCTCGTGTCGTGAG
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTATTATCAGTTGCCAGCATTA
AGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATG
ACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACCACGTGCTACAATGGATG
GTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCA
GTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCG
CGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTC
ACACCATGAGAGTTTGTA
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EK6

Filogenetik agac olusumunda kullanilan suslar ve benzerlik oranlar

Lactobacillus paracasei L1 ( MF155761)

Hit taxon name Hit strain name Accession sz:)l/i)rlty lef/n'lt'otal
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans JCM 1171(T) D16550 99.72 4/1428
Lactobacillus casei BL23(T) FM177140 99.65 5/1430
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ATCC 25302(T) ACGY01000162 99.65 5/1430
Lactobacillus paracasei L2 (MF155762)

Lactobacillus paracasei subsp. tolerans JCM 1171(T) D16550 98.11 27/1428

Lactobacillus casei BL23(T) FM177140 98.04 28/1430

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ATCC 25302(T) ACGY01000162 98.04 28/1430
Lactobacillus paracasei L3 (MF155763)

Lactobacillus paracasei subsp. tolerans JCM 1171(T) D16550 100.00 0/1435

Lactobacillus casei BL23(T) FM177140 99.93 1/1437

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ATCC 25302(T) ACGY01000162 99.93 1/1437
Lactobacillus crispatus L5 (MF155765)

Lactobacillus crispatus DSM 20584(T) AZCW01000112 100.00 0/1426

Lactobacillus kitasatonis JCM 1039(T) BALU01000027 98.81 17/1425

Lactobacillus amylovorus DSM 20531(T) AZCM01000082 98.74 18/1426
Pediococcus acidilactici L6 (MF155766)

Pediococcus acidilactici DSM 20284(T) GL397069 98.61 20/1442

Pediococcus pentosaceus DSM 20336(T) JQBF01000022 97.30 39/1442

Pediococcus stilesii LMG 23082(T) AJ973157 96.74 47/1440
Pediococcus acidilactici L7 (MF155767)

Pediococcus acidilactici DSM 20284(T) GL397069 99.06 13/1378

Pediococcus pentosaceus DSM 20336(T) JQBF01000022 97.68 32/1378

Pediococcus stilesii LMG 23082(T) AJ973157 97.17 39/1376
Lactobacillus rhamnosus L8 (MF155768)

Lactobacillus rhamnosus JCM 1136(T) BALT01000058 100.00 0/1379

Lactobacillus zeae ATCC 15820(T) D86516 99.13 12/1378

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ATCC 25302(T) ACGY01000162 98.91 15/1379
Lactobacillus plantarum L9 (MF155769)

Lactobacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917(T) ACGZ01000098 99.93 1/1435

Lactobacillus plantarum subsp. DKO 22(T) AJ640078 99.86 2/1430

argentoratensis

Lactobacillus paraplantarum DSM 10667(T) AJ306297 99.79 3/1435

Lactobacillus gasseri L10 (MF155770)

Lactobacillus gasseri ATCC 33323(T) CP000413 99.85 2/1372

Lactobacillus taiwanensis DSM 21401(T) AYZG01000031 99.56 6/1372

Lactobacillus johnsonii ATCC 33200(T) ACGR01000047 99.42 8/1372
Pediococcus acidilactici L11 (MF155771)

Pediococcus acidilactici DSM 20284(T) GL397069 99.78 3/1393

Pediococcus pentosaceus DSM 20336(T) JQBF01000022 98.42 22/1393

Pediococcus stilesii LMG 23082(T) AJ973157 97.77 31/1391
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Lactobacillus rhamnosus L12 (MF155772)

Lactobacillus rhamnosus JCM 1136(T) BALT01000058 100.00 0/1432

Lactobacillus zeae ATCC 15820(T) D86516 99.09 13/1431

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ATCC 25302(T) ACGY01000162 98.88 16/1432
Lactobacillus rhamnosus L13 (MF155773)

Lactobacillus rhamnosus JCM 1136(T) BALT01000058 100.00 0/1344

Lactobacillus zeae ATCC 15820(T) D86516 99.03 13/1343

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ATCC 25302(T) ACGY01000162 98.81 16/1344
Lactobacillus acidophilus L14 (MF155774)

Lactobacillus acidophilus CIP 76.13(T) CBLQ010000054 99.93 1/1433

Lactobacillus kitasatonis JCM 1039(T) BALUQ01000027 98.53 21/1432

Lactobacillus gallinarum JCM 2011(T) BALB01000057 98.39 23/1431
Lactobacillus rhamnosus L15 (MF155775)

Lactobacillus rhamnosus JCM 1136(T) BALT01000058 99.93 1/1375

Lactobacillus zeae ATCC 15820(T) D86516 98.98 14/1374

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ATCC 25302(T) ACGY01000162 98.76 17/1375
Lactobacillus plantarum L16 (MF155776)

Lactobacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917(T) ACGZ01000098 99.44 8/1441

Lactobacillus plantarum subsp. DKO 22(T) AJ640078 99.37 9/1436

argentoratensis

Lactobacillus paraplantarum DSM 10667(T) AJ306297 99.31 10/1441

Lactobacillus spp. L17 (MF155777)

Lactobacillus rhamnosus JCM 1136(T) BALT01000058 99.44 8/1437

Lactobacillus zeae ATCC 15820(T) D86516 98.54 21/1436

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ATCC 25302(T) ACGY01000162 98.33 24/1437
Lactobacillus plantarum L18 (MF155778)

Lactobacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917(T) ACGZ01000098 99.93 1/1411

Lactobacillus plantarum subsp. DKO 22(T) AJ640078 99.86 2/1406

argentoratensis

Lactobacillus paraplantarum DSM 10667(T) AJ306297 99.79 3/1411
Lactobacillus plantarum L19 (MF155779)

Lactobacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917(T) ACGZ01000098 99.72 4/1438

Lactobacillus plantarum subsp. DKO 22(T) AJ640078 99.65 5/1433

argentoratensis

Lactobacillus paraplantarum DSM 10667(T) AJ306297 99.58 6/1438
Lactobacillus paracasei L20 (MF155780)

Lactobacillus paracasei subsp. tolerans JCM 1171(T) D16550 99.79 3/1433

Lactobacillus casei BL23(T) FM177140 99.72 4/1435

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ATCC 25302(T) ACGY01000162 99.72 4/1435
Lactobacillus plantarum L21 (MF155781)

Lactobacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917(T) ACGZ01000098 99.93 1/1368

Lactobacillus plantarum subsp. DKO 22(T) AJ640078 99.85 2/1363

argentoratensis

Lactobacillus paraplantarum DSM 10667(T) AJ306297 99.78 3/1368
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