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VAJINAL SEKRESYONDAN iZOLE EDILEN LAKTIK ASIT BAKTERILERINE AT
BAZI SUSLARIN POTANSIYEL PROBIYOTIK OZELLIKLERIN BELIRLENMESI

OZET

Bu calismada; Laktik Asit Bakterileri menopoza girmemis, herhangi bir dogum kontrol
yontemi ile korunmayan ve 3 ay siire icerisinde antibiyotik kullanmayan bayanlarin
vajinasindan smear Ornegi alinarak izole edilmistir. Biyokimyasal testlere ve 16S rDNA
dizi analizine gore Pediococcus acidilactici OZV ve Lactobacillus brevis OZV olarak
tanimlanan suslarin in vitro kosullarda probiyotik olma 6zellikleri belirlenmistir. Her iki
susun disiik pH degerlerine (pH 3), pH-pepsin, safra tuzu ve pankratin uygulamalarina
gosterdikleri direng dizeyleri probiyotik 6zellik igin tanimlanan sinirlar igerisinde
bulunmustur. y-hemolitik 06zellik gosteren suslarda, oOzellikle tedavide kullanilan
antibiyotikler icin yiksek direnclilik diizeyleri saptanmistir. P. acidilactici OZV susu
bakteriyosin uretirken, L. brevis OZV susunda bakteriyosin iiretimi saptanmamistir. P.
acidilactici OZV susunun 5.saatin sonunda otoagregasyonu % 79,49 iken L. brevis OZV
susunun Otoagregasyonu % 78,13’ tur. P. acidilactici OZV susunun S. Typhimirium
SL1344 ve E.coli LMG3083 (ETEC) ile 5.saatin sonundaki koagregasyon yiizdesi adi
gecen sira dahilinde % 4,35 ve % 11,82 iken L. brevis OZV susunun bahsi gegen suslar ile
koagregasyonu yine 5. saatin sonunda sirasiyla % 9,52 ve % 9,09 olarak belirlenmistir. P.
acidilactici OZV ve L. brevis OZV suslarinin Caco-2 hucrelerine tutunma ytizdeleri adi
gecen sira dahilinde % 12,29 (+1,42) ve % 12,10 (£3,7) olarak saptanmistir. Istatiksel
olarak (ANOVA) suslarin tutunma yizdeleri arasinda fark olmadigi bulunmustur (p>0.05).
Yarisma denemelerinde P. acidilactici susunun E.coli LMG3083 (ETEC) susunu % 87,31
(x1,62), S. Typhimurium SL1344 susunu ise % 83,04 (+3,46) oraninda engellendigi
gozlemlenmistir. L. brevis susu ise E.coli LMG3083 (ETEC) susunu % 82,21 (£3,69), S.
Typhimurium SL1344 susunu ise % 78,94 (£1,62) oraninda engellemektedir

Anahtar Kelimeler: Laktik Asit Bakterisi, probiyotik, vajinal smear.



IDENTIFICATION OF POTENTIAL PROBIOTIC PROPERTIES OF SOME LACTIC
ACID BACTERIAL GENERA WHICH IS ISOLATED FROM VAGINAL SECRETION

ABSTRACT

In this study, Lactic acid bacteria were isolated by smear example taken from women
vaginas who were not in menepose period, not using any oral contraseptives and not had
any antibiotic treatment in the last three months. Pediococcus acidilactici OZV and
Lactobacillus brevis OZV were identified and used as main strains according to the
biochemical tests and the analysis of 16S rDNA. The resistance value of the both strains to
the low pH, bile salt, pepsin and pancreatin, so it could survive while passing through
the upper part of the gastrointestinal tract and reveal its potential probiotic action on host
organism. High resistance levels were observed for the strains with y-hemolytic profile,
especially for the ones used in antibiotic treatments. P. acidilactici OZV strain produced
bacteriocin but, L. brevis OZV strain did not produced any bacteriocin. Autoaggregating
proportion of P. acidilactici OZV strain was observed as 79,49% and also L. brevis OZV
stain was observed as 78,13% at the end of five hours. The coaggreation of P. acidilactici
OZzV strain with S. Typhimirium SL1344 and E. coli LMG3083 (ETEC) after five hours
respectively were 4,35% and 11,82%, whereas the coaggreation of L. brevis OZV strain
with S. Typhimirium SL 1344 and E.coli LMG3083 (ETEC) after five hours respectively
were 9,52% and 9,09%. The adhesion percentages of P. acidilactici OZV and L. brevis
OZV strains to Caco-2 cells were determined as 12,29% (+1,42) and 12,10% (£3,7)
respectively. There was no difference found in the adherence percentages of the all strains
as of statistical analysis (ANOVA) ( p>0.05). P. acidilactici OZV and L. brevis OZV
strains inhibited E.coli LMG3083 (ETEC) strain with the level of 87,31% (+1,62), 82,21%
(£3,69) and inhibited S. Typhimurium SL1344 strain with the level of 83,04% (£3,46),
78,94% (£1,62) in the competition tests.

Key words; Lactic acid bacteria, probiotic, vaginal smear.
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1. GIRiS

Yetiskin kadinlarda genital bdlgede cok sayida aerobik ve anaerobik bakteri tiirlerini
icreren bir mikrofloraya sahiptir. Bu mikroflora igerik olarak konagin anatomik, fizyolojik
ve immunlojik gelisimi olarak degismektedir (Di Rosa vd 1993). Kadmn genital
bolgesindeki  mikroflorada  siklikla  Lactobacillus,  Bacteroides,  Clostridium,
Peptostreptococcus ve Enterococcus cinslerine ait bakteri tlirleri gériilmektedir (Koneman
vd 1992). Ayrica Lactobacillus cinsi bakteriler vajinanin normal florasinda dominant
mikroorganizmalar olarak bulunarak, patojenlere karsi 6zellikle tirogenital hastaliklara
kars1 koruduklar1 bildirilmistir (Boris vd 1989, Falsen vd 1999, McLean vd 2000).
Lactobacillus  cinsi bakterileri arasinda cogunlugu L. acidophilus olustururken, L.
fermentum, L. plantarum, L. brevis, L. jensenii, L. casei, L. delbrueckii, L. vaginalis ve L.
salivarius suglarida tesbit edilmisitr (Redondo vd 1990, Song vd 1999, Zhong vd 1998).
Lactobacillus cinsi bakteriler saglikli kadmin vajinal mukozasinda bir vajen epiteline
yapisarak, diger patojen mikroorganizmalarin vajen i¢inde yayilarak gelismelerini
engellerler. Buna ek olarak laktik asitlerin salgilanmasi, antimikrobiyal maddelerin
(bakteriyosin ve hidrojen peroksit gibi) iiretilmesi, besin maddeleri veya vajinal epitele
tutunmada reseptorler i¢cin rekabet ve koagregasyon gibi cesitli mekanizmalar1 kullanarak
gelisimlerini engellerler (Boris vd 2000; Lepargnuer vd 2002). Probiyotik olarak kullanimi
acisindan bayanlarda goriilen vaginitis engellemektedir. Bu nedenle arastirmalar vajinadan
izole edilen laktik asit bakterilerinin probiyotik 6zelliklerinin saptanmasina ve probiyotik
ozellikteki c¢esitli bakterilerin endiistriyal alanda, tipta tedavi amagli, probiyotik yardimci
olarak Lactobacillus cinsi bakterilerin probiyotik olarak kullanimi i¢in arastirmalar 6nem

arz etmektedir.

Probiyotikler, belirli miktarlarda tiiketildiginde konak¢1 saglig1 iizerinde olumlu etkilere
neden olan mikrobiyel gida katkilar1 olarak tanimlanmaktadir. Probiyotiklerin tiiketici
saglig1 lizerinde yarattig1 etkilerin en detayli sekilde arastirildigi mikroorganizma grubu

laktik asit bakterileridir.

Probiyotik 6zellikleri agisindan gerek kullanilacagi gida sistemindeki davranisi ve gerekse
hedef tiiketici saghg1 iizerinde yaratacagi olumlu etkiler esas alinarak belirlenmektedir.
Probiyotik mikroorganizmanin 6ncelikli olarak insan orjinli olmasi ve gastrointestinal
sistemde canliligin siirdiirmesi, gastrik aside ve fizyolojik konsantrasyondaki safra tuzuna

1



direncli, ince bagirsak epitel hiicrelerine tutunma o6zelligi gostermesi, diger patojenlerin
epitele tutunmasini engellemesi gerekmektedir. Suglarin ilk asamasinda ince bagirsak
mukozasina tutunma 6zellikleri, gastrointestinal sistemde kolonize olmalidir. S6z konusu
kolonizasyon sayesinde probiyotik mikroorganizmanin etki siiresi artmakta ve immiin

sistem modiilasyonu gerceklestirilebilmektedir.

Laktik asit bakterilerinin vajen florasinda ve dogal insan florasindaki olumlu etkilerinden
dolayi, probiyotik 6zelliklere sahip endiistriyel islem siiresince uzun siireli canli kalabilme
yetenegine sahip secici mikroorganizmalar icermeli ve saklama siiresince ozellikleri
degismeden koruyabilen bazi suslar kullanilarak, hastaliklarin tedavisinde antibiyotiklere
alternatif olmasi1 diisiiniilmektedir (Zarate vd 2006). Endiistriyel kullanimda giderek artan
degeri nedeniyle, iistlin probiyotik 6zelliklere sahip suslarin detayli tanisi {izerinde yogun
calismalar stirdiiriilmektedir. Glinlimiizde hem daha giivenilir ve hem de daha ekonomik
olmas1 nedeniyle probiyotik biyoteknolojisine yonelik caligmalar 6nem kazanmistir
(Aroutcheva vd 2001, Charteris vd 1997). Bu esas dogrultusunda planlanan doktora tez
calismasinda; insan vajenasindan izole edilen laktobasillerin probiyotik o6zelliklerinin

evrensel kriterler kullanilarak probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmaktadir.



2. KAYNAK OZETLERIi

2.1. Vajinal Floranin Tarihgesi

Doderlein tarafindan normal insan vaginal mikroflorasinin ilk ¢alismalar1 1892° de
yayinlanarak, vaginal floranin homojen oldugunu ve sadece Gr (+) basiller icerdigini
belirlemislerdir. Ayrica basilleri simdiki Lactobacillus cinsinin {iyeleri oldugu
bilinmektedir. Lactobacillus tirleri normal postpubertede vajinal florada baskin
mikroorganizmalardir (Lepargnuer vd 2002), ayrica ilk calismalarda vajinanin heterojen
bir flora oldugu gézlenmistir. Hasta kisilerde ilk olarak vajina florasi arastirilmistir. Son 80
yil boyunca Koliform, Difteroidler, aerobik Gr (+) koklar ve diger potansiyel patojen
bakterileri igceren mikroorganizmalarin genis varyasyonlart normal vajinada tespit
edilirken, anaerob bakteriler 1928 yilinda normal vajinada belirlenmistir. Gebe ve gebe
olmayan kadinlarm %90’ dan fazlasinda vajen salgilarinda anaerob organizmalarin
bulundugu 1938’ de Weinstein tarafindan tespit etmislerdir. Benzer olarak 1947° de Hite
ve arkadaslari normal vajinada anaerob organizmalarin sikligint belirlemislerdir.
Laktobasiller saglikli bir insan vajinasinin dominant bakterileridir ve ilk defa Rogosa
tarafindan 1963 yilinda tarif edilmistir ve kadmin lireme yatagi iginde iyi tanimlanmig
normal veya dogal mikroflarmin rutin olarak bulunan bir pargasi oldugunu bildirmistir
(Lachlack vd 1996). 150 insan 6rnegi iginde vajinal floradan Lactobacillus acidophilus
izole edilmistir (Reid vd 1996), 100 saglikli kadinin vajinasindan Lactobacillus tiirlerini
tanimlamislardir. Lactobacillus tirlerinin insan vajinasi iginde sayilart (stvinin yaklasik
107-108 Cfu/ml) hakkindaki goriisler benzerlik gosterirken ana tiirler olup olmadigi
hakkinda bilgi ve goriisler farklilik gosterilmektedir. Cesitli arastiricilar 54 saglikli kadinin
vajinasindan ti¢ menstural siklus sirasinda dokuz kez alinan 6rnekler 4997 isolat arasinda
40 cins ve 94 tir belirlenmistir. Saghkli kadinin vajinasindan Lactobacillus (% 100),

Gardnerella (%33) izolasyonu rapor edilmistir (Lopez vd 1990).

2.2. Vajinal Flora

Oral kontraseptif, gebelik ve dogum sirasinda serviks kanalmin bez yapisinin degismesi ve
serviksin yapisindan dolay1 serviks mikroflorast net olarak bilinmemektedir. Serviksin
mikroflorasinda hem aerobik hemde anaerobik bakterilerin bulundugu bildirilmistir

(Charteris 1997). Vajina epitelinde Ostrojen hormonunun salimindan sorumlu glikojen
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depolar1 bulunmaktadir (Paavonen vd 1983). Vajinadaki laktik asit kaynaginin
cogunlugunu vajinal bakterilerin olusturdugu oOnerilmektedir (Bosket vd 1999, 2001).
Vajinal floranin pH’ nin < 4-5 olmasmin sebebi olarak Laktobasillerin ¢ogunlukta olmas1
gosterilmektedir (Lopez vd 1990). Mikrofloranin diisiik pH’ da olmasi patojenlerin
kolonizasyonunu engellemektedir (Maria vd 2003). Yasa bagl olarak vajinanin florast dort
donemde incelenmektedir. Neonatal donem (yenidogan donemi), Prepubertal donem
(ergenlik Oncesi donem), Postpubertal donem (ergenlik sonrast donem), Postmenopozal
donem (menopoz sonrasi donem) olarak incelenir. Anne hormonlarmin etkisinde bulunan
dogumdan hemen sonra bebegin vajinal floras1 asidik ortaminda aerob Lactobacillus’ lar
bulunur. Vajinal florada Lactobacillus’ lar puberteye kadar bulunmaz ve vajen flora pH’ 1
ise notraldir. Bu donemde S. epidermidis Gr (+) ve Gr (-) koklarla, Gr (-) koliform
basillerden olusan karisik bir flora bulunur. Menopozdan sonrada vajina florasi buna
benzerlik gosterir. Vajinal flora puberte ile degisir ve vajina epitelinde kornifikasyon ve
yassilasma meydana gelir. Bu donemde florada bulunan bakteriler; Lactobacillus (florada
yogun miktarda), Streptococcus, Peptostreptococcus, Mycoplasma, Bacteroides,
Clostridium, Listeria cinsleri ile Gardneralla vaginalis bulunmaktadir. Menopoz® dan
sonra Lactobacillus’ lar tekrar ortamdan kaybolurlar ve yine karisik bir bakteri florasi
olusur. Cizelge 2.1’ de insan vajinasinin normal mikrofloras1 verilmistir (Lopez vd 1999).
Lactobacillus cinsi bakteriler insan vajinasmin normal florasinda c¢ogunlukta goriilen
mikroorganizmalar oldugu bildirilmistir (Lepargnuer vd 2002). Mukozadaki bir biyofilm
tabakasini olusturan Lactobacillus cinsi bakteriler saglikli bir insanin vajinal mikroflorasini
olusturmaktadir. Bu bakteriler vajen epiteline yapisarak, diger mikroorganizmalarin vajen
icinde yayilip, burada gelismelerini engeller. Hidrojen peroksit tiretimi ve pH’ nin 4,0-4,5
arasinda  degigskenlik  goOstermesi  bakteriyal  vajinal  enfeksiyonlara  karsi
mikroorganizmalarin olusmasini engellemektedir (Jack vd 1996). Bunun yanisira vajinal
floranin pH’ nin artmasi Lactobacillus cinsi bakterilere negatif etki ettigi ayrica laktik
asidin ve Lactobacillus’ larin lokal asidifikasyonu vajinal ekosistemin yenilenmesini

sagladig1 gosterilmistir (Melis vd 2000).

Gebelik, yas, menopoz, antibiyotik ve sigara kullanima bagli olarak vajinal mikrofloranin
icerigi degismekte Lactobacillus cinsi bakterilerin vajinadaki oranim diisiirmekte ve buna
bagl vajinal enfeksiyonlarin arttigi bildirilmektedir (Lopez 1990, Mc Graarty 1993,
Charteris 1997).



Cizelge 2.1. Insan vajinasinin normal mikrofloras1 (Lopez vd 1999)

Mikroorganizmalar | 52 Saghklh insan vajinasindan belirlenen
mikroorganizmalarin dagilim

Lactobacilllus 45 87
Staphylococcus 32 62
Ureaplasma 28 54
Corynobacterium 19 37
Streptococcus 16 32
Gardnerella 9 17
Bacteroides 7 13
Mycpolasma 7 13
Candida 7 13
Eubacterium 4 8
Bifidobacterium 3 6
Propionibacterim 2 4
Escherichia 1 2

Sarcina 1 2
Klebsiella 1 2

2.3. Laktik Asit Bakterilerinin Genel Ozellikleri

Carnobacteriim, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragococcus, Aerococcus, Vagococcus ve Weissela
cinslerini igeren LAB, Gram- pozitif, fakiiltatif anaerob, katalaz negatif, “Hem” gruplar1
(sitokrom ve katalaz) olmayan, spor olusturmayan, genelde hareketsiz, karbonhidrat
fermantasyonu sirasinda son iiriin olarak laktik asit tireten Lactobacillaceae familyasma

ait olan bakteri gruplaridir (Daeschel vd 1989, Hofwerdahl vd 2000).

Lactobacillus cinsi bakteriler genellikle cubuk (basil) seklinde olup, ancak bazi tiirleri
farkli uzunlukta ve zincir seklindedir (kok-basil) (Tunail vd 1989, Halkman vd 1991,

Yetismeyen vd 1995). Elektron mikroskobuyla yapilan incelemelerde Lactobacillus cinsi



bakteriler hiicre ceperi, sitoplazmik membran, ribozomlar ve niikleer (kromozomlar ve

plazmidler) elementlerden olustugu gosterilmistir (Sneath vd 1986).

Hiicre ceperi; Lactobacillus cinsi bakterilerin hiicre ¢eper kalligi 20-40 nm kalinliginda,
su, mineral maddeler ve metobolitleri gecirebilen, N-asetilglikozamin ve N-asetilmurminik
asit monomerlerinden olusan peptidoglikan bir tabakaya sahiptirler. Ayrica hiicre ¢eperi
yapisnda teikoik asit, sekerler, proteinler ve notr polisakkeritler de bulunur. Bakterilerin
hiicre ¢eperi, cogalma ve azotlu maddelerin par¢alanmasinda rol alan proteaz enzimlere

sahiptirler (Sneath vd 1986).

Sitoplazmik membran; Proteinleri kullanabilecegi biiytlikliige getirilmesi sitoplazmik
membranda bulunan enzimler aracilu ile gergeklestirilir. Sitoplazmik membranda
peptidoglikanlarin ekstraselliiller polimerizasyonu i¢in gerekli enzimler bulunur ayrica

fosfotransferaz enzimi ile aktif tagima yapilmaktadir (Sneath vd 1986).

Ribozomlar; Laktik asit bakterilerinde ribozomlar 70S tipindedir, 70S, 50S biiyiik ve 30S
kii¢iik olmak tizere iki alt {initeden olusur. 50S’ lik alt birim 50S rRNA ve 23S rRNA ile
yaklagik 35 ¢esit protein; 30S’ lik kiigiik alt birim ise 16S rRNA ve 25 farkli protein igerir.
Laktik asit bakterilerinin birbirinden ayriminda 16S rRNA’ nin 6zelliklerinden
yararlanilmaktadir (Sneath vd 1986).

Plazmid; Ekzopolisakkarit ve antimikrobiyal madde sentezi yaparak bakteriyi
korumaktadir. Laktik asit bakterileri genellikle en az bir adet plasmid icermektedir (Sneath

vd 1986).

Laktik asit bakterileri laktik asit fermantasyonuyla olusturduklar: tiriinlerin cinsine gore iki
gruba ayrilirlar; Homofermentatif laktik asit bakterileri ve Heterofermentatif laktik asit
bakterileri. Homofermentatif bakteriler (6r: Lactobacillus acidophilus) nadiren laktik asit
iretirken, heterofermentatif bakteriler karbondioksit, ethanol veya asetik asit

iretmektedirler (Drinan vd 1976, Prescott vd 1987, Halkman vd 1999).



2.4. Laktik Asit Bakterilerinin Vajen Florasindaki Onemi

Vajen florasinda bulunan laktik asit bakterilerinin énemli 6l¢iide lirogenital enfeksiyonlari
onledigi ve cinsel yolla bulasan hastaliklara sebep olan patojenleri engelledigi
gozlemlenmistir (Alejandra vd 2002). Saghkli kadinin vajinasmmda %100 oraninda
Lactobacillus cinsi bakterilerin izolasyonu rapor edilmistir (Lepargnuer vd 2002). Schroder
(1921) yaptig1 calismada Lactobacillus’ un vajen florasindaki koruyucu roliinii (i)
Lactobacillus ‘larm dominant oldugu, en az patojenlerin bulundugu (i1) orta ve (iii)
Lactobacillus’ larm bulunmadigi, patojenlerin en yogun oldugunu belirtmistir (Schroder vd
1921). Yapilan caligmalar Laktik asit bakterileri saglikli kisilerin gerek bagirsak, gerekse
vajen florasinda bulunarak patojen mikroorganizmalara karst mikrobiyolojik bir bariyer
gorevi gormektedir. Ayrica, kanserojen maddelere karsida onemli bir savunma birligi
icindedirler (Charteris vd 1999). Vajen florasindaki laktik asit bakterilerinin hemen hemen
tiimiiniin homofermantatif tipte laktik asit bakterisi oldugu bildirilmistir (Nessler vd 1994).
Vajinal floranin dominat ajanlar1 olan Lactobacillus’ lar, vajinanin dogal dengesinin
korunmasinda ve patojenlerin yerlesmesinin engellenmesinde 6nemli rol oynadiklari ¢esitli
arastirmalar sonucu gozlenmistir. Laktobasillerin vajinay1 patojenlerin kolonizasyonundan,
epitele yapigsmalarini engelleyerek ya da iiremelerini inhibe eden maddeler salgilayarak
koruduguna inanilmaktadir (Lopez vd 1990, Prosod vd 1998). Antonio (1999) L. crispatus,
L. jensenii ve L. gasseri vajinadaki en 6nemli tiirlerinin oldugunu belirtirken, kadinlarin
hicbirinden L. acidophilus  izole edilmedigini bildirmistir. Diger calismalarda L.
rhamnoosus, L. fermentum, L plantarum ve L. acidophilus vajinada ¢ogunlukla gorildigi
belirtilmistir (Rodendo vd 1990, Reid vd 1996, Zhong vd 1998). LAB’ nin vajen
florasindaki cesitliligi bircok nedene bagh olarak degistigi ancak buldugu bakteri ve

miktarma gore insan sagliginda olumlu yonde 6nemli bir yer teskil etmektedir.

2.5. Probiyotikler

Probiyotik kelimesi, Yunanca’dan gelmekle birlikte ‘“yasam i¢in” anlaminda
kullanilmaktadir. Probiyotik kelimesi ilk defa 1960’11 yillarda Lily ve Stilwell tarafindan,
bir protozoa tarafindan salgilanip, diger bir protozoanin gelismesini tesvik eden metaboliti
tanimlamak amaciyla kullanilmistir (Shortt vd 1999). Probiyotikler giiniimiizde, insanlarin
bagirsak mikrobiyel dengesini diizenleyen yararli, canli mikrobiyel gida igerikleri olarak

degerlendirilmektedir (Shah vd 1997, Oh vd 2000, Shah vd 2000, FAO/WHO 2001).
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Probiyotik bakterilerin saglik lizerinde olumlu etkileri; laktoz toleransi1 azaltma, patojenik
viriisleri ve bakterileri inhibe etme, vitamin {iretimi, serum kolesterol seviyesinin
diistiriilmesi, timor olusumunu inhibe etme, diyare olusumunu engelleme, kalsiyum
absorbsiyonunu gelistirme, antikanserojenik aktivitede bulunma ve bagirsak mikrobiyel

dengesinin diizenlenmesidir (Tamime vd 1997, Vinderola vd 2000a; Vinderola vd 2000b).

Probiyotik mikroorganizmalarmn en 6nemli grubunu laktik asit bakterileri olugturmaktadir.
Bunlarin igerisinde Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleri en yaygin olarak kullanilan
probiyotik mikroorganizmalardir. Ayrica bazi bakteri cinsleri ile maya ve kiif tiirlerinden
de probiyotik iirlinlerin hazirlanmasimnda yararlanilmaktadir (Lee vd 1995, Salminen vd
1998 (Cizelge 2.2), Billoo vd 2006, Kim vd 2006). Probiyotikler ¢esitli etki mekanizmalar1
ile enfeksiyonlar1 kontrol altina almaktadir (Klaenhammer vd 1998). Bu mekanizmalardan
en etkili olani, enteropatojen mikroorganizmalarin konak¢inin gastrointestinal sisteminde
kolonizasyonunu Onlemek amaciyla bagirsak epitel ylizeyindeki tutunma bdlgeleri i¢in

rekabet olusturmasidir (Serdaroglu vd 2004).



Cizelge 2.2. Probiyotik iiretiminde kullanilan mikroorganizmalar (Salminen vd 1998)

Lactobacillus Lactobacillus cellobiosus, Lactobacillus delbrueckii,

tiirleri Lactobacillus brevis, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus reuteri, Lactobacillus curvatus,
Lactobacillus fermetum, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus jonhsonii, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus salivarius,
Lactobacillus gasseri

Bifidobacterium Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium bifidum,

tiirleri Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium thermophilum

Bacillus tirleri Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus lentus,
Bacillus licheniformis, Bacillus coagulans

Pediococcus Pediococcus cerevisiae, Pediococcus acidilactici

tiirleri Pediococcus pentosaceus

Streptococcus Streptococcus salivarius ssp. thermophilus,

tiirleri Streptococcus intermedius

Bacteriodes tiirleri Bacteriodes capillus, Bacteriodes suis,
Bacteriodes ruminicola, Bacteriodes amylophilus

Propionibacterium Propionibacterium shermanii,

tiirleri Propionibacterium freudenreichii

Leuconostoc tiirleri Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides

Kiifler Aspergillus niger, Aspergillus oryzae

Mayalar Saccharomyces cerevisiae, Candida torulopsis

2.5.1. Probiyotik mikroorganizmalarin ézellikleri

Probiyotik bir mikroorganizmanin tanimi i¢in zorunlu kriterler LABIP (Laktik Asit Bakteri
Endiistriyel Platformu) tarafindan belirlenmistir (Guarner vd 1998, Ewaschuk vd 2006).
Buna gore probiyotik potansiyeli tasiyan mikroorganizmalar Cizelge 2.3 de verilen

kriterlere gore belirlenmektedir.



Cizelge 2.3. Probiyotik secim kriterleri

Probiyotik tiiriin 6zellikleri

Agiklama

Insanlar icin kullanilacak
iiriinlerde insan kaynakli
suslarm kullanimi1

Insan orijinli olmamasma ragmen insanlar i¢in kullanilan
Saccharomyces boulardii gibi bir 6rnege ragmen tire bagl
saglik etkileri agisindan bu 6zellik 6nem tagimaktadir.

Asit ve safra tuzlarina direng

Diger kullanimlar igin olmasa bile agizdan yapilan
uygulamalarda mikroorganizmanin canli kalma, metabolik
aktivitesini devam ettirebilme ve tutunabilme 6zelliklerini
siirdiirebilmesi énemlidir.

Mukozal yiizeylere tutunma

Immiin sistemin giiclendirilmesi, patojenlerle yarigmali
rekabet, tutunmanmn engellenmesi ve kolonizasyonun
engellenmesi agisindan énemlidir.

Gida ve klinik amaglt
kullanimlarda giivenilirlik

Suglarn  dogru olarak tanimlanmalar1 ve 6zelliklerinin
belirlenmesi. Intestinal sistemde mukozal yapiya zarar
vermeyen ve invazyon 6zelligi olan suglarin kullanilmamasi.

Klinik olarak kanitlanmis ve
saglik lizerine olumlu etki

Her bir farkli susun veya {iiriniin minimum etki dozunun
belirlenmesi plasebo kontrolli ve ¢ok tekerriirli canli
denemelerinin gergeklestirilmesi.

Teknolojik agidan {istiin
ozelliklere sahip suslar

Susun stabilitesi, faj direngliligi, iriinde canli kalabilme
kabiliyeti (canli mikroorganizma gereksinimi varsa), biiylik

Ol¢ekte tUretime uygunluk, {irlin tadmma olumsuz etkisinin
olmamasi, oksijen direng kabiliyeti.

Fermente iirlinlerin ve probiyotiklerin ¢esitli gastrointestinal hastaliklar1 6nledigi ve tedavi
ettigini aciklayan bir ¢cok yayin bulunmaktadir (Gorbach vd 1981, Kailasapathy vd 1997,
Ocana vd 2006 ). Ancak insan saglig1 s6z konusu oldugundan tedavi amacgh kullanilacak
bu bakterilerin se¢cimi ¢ok Onemlidir. Yararli olsun veya olmasin spesifik bir probiyotik
mikroorganizma, cins ve tiir diizeyinde dogru olarak tanimlanamadik¢a saglik iizerine
olumlu etkisinden s6z edilmemelidir (Sanders 1999). Cok sayidaki ve c¢esitli denemeler
arasinda nadiren de olsa susa-0zgii etkilerden bahsedilmistir. Buna karsilik immiin
fonksiyon, anti kanser etki ve diyarenin engellenmesi gibi faydalari, Lactobacillus,
Enterococcus ve Bifidobacterium gibi degisik cinslere 6zgii farkl kiiltiirler tarafindan
gosterilmektedir. Ilerleyen zamanlarda etki mekanizmalar1 daha iyi anlasildik¢a ve
kontrollii calismalarla ayni genetik yapiya sahip suslar arasindaki farkliliklar tam olarak
ortaya konuldukga, suslara 6zgii tahmin edilen probiyotik etkiler kanitlanmis olacaktir.
Konak¢inimn fizyolojik kosullarida mikroorganizma susunun probiyotik etkinliginde dnemli

rol oynamaktadir (Fuller vd 1989, Sanders vd 1999).
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2.5.2. Probiyotiklerin Etki Mekanizmasi

Probiyotiklerin etki mekanizmasina yonelik ¢aligmalar, bagirsak florasmin diizensizligiyle
ortaya ¢ikan gastrointestinal sistemdeki bozukluklara dayanarak yapilmaya baslanmistir
(Salminen vd 1999). Probiyotiklerin intestinal sistem bozukluklarina kars1 konak¢iy1 nasil
korudugunu gdosteren ¢esitli mekanizmalar bulunmaktadir. Ancak yine de hangi patojenlere
kars1 hangi probiyotiklerin etkili oldugunun tam olarak belirlenmesi icin daha fazla
calismanin yapilmasi gerekmektedir. Probiyotiklerin muhtemel etki mekanizmalar1 asagida

maddeler halinde 6zetlenmistir.

Inhibe edici maddeler iireterek: Probiyotikler gram pozitif ve gram negative
mikroorganizmalar iizerinde etkili bircok madde (laktik asit, hidrojen peroksit, bakteriosin

ve bakteriosin benzeri maddeler) tireterek (Healander vd 1997).

Tutunma bolgelerini bloke ederek: Probiyotikler tutunma bolgeleri i¢cin patojenler ile

rekabete girerek, intestinal sisteme yerlesmelerini engellemektedir (Tuomola vd 1999).

Besin maddeleri igin rekabet: Probiyotikler patojenlerin sistemde uzun siire kalmasini
engellemek i¢in gerekli olan besin maddelerini tiiketerek (Fuller vd 1989, Sanders vd

1999).

Toksin resopterlerinin yikimi: Hayvanlarda S. boulardii’ nin intestinal mukozada bulunan
Clostridium difficile’ nin toksin resopterlerini parcalayarak konak¢iy1 korumasi nedeniyle

ortaya atilmistir (Fuller vd 1989, Sanders vd 1999).
Bagisiklik sistemini gii¢lendirmesi: Son yillarda yapilan caligmalar probiyotiklerin spesifik
ve spesifik olmayan bagisiklik sistemini gii¢lendirerek intestinal hastaliklara karsi

konak¢1y1 korudugunu ortaya koymustur (Marteau vd 2002).

Probiyotiklerin hastaliktan koruyucu ve tedavi edici etkileri asagida belirtilmistir (Cizelge
2.4) (Fuller vd 1989, Sanders vd 1999, Laurens vd 2001).
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Cizelge 2.4. Probiyotiklerin potansiyel etki mekanizmalarinin temeli

Yararl1 etki

Etkinin mekanizmasi

Urogenital enfeksiyonlar

- Kolonizasyon direnci
- Inhibitdr tretimi (H202, biyosiirfaktant)
- Urinar ve vajinal bolge hiicrelerine adhesyon

Enterik patojenlere karsi direng

- Bagisiklik salgilama etkisi

- Kolonizasyon direnci

- Intestinal sistemin patojenler i¢in uygun olmayan kosullara
degisimi (pH, kisa zincirli yag asitleri ve bakteriyosinler)

- Toksin baglama bolgelerinin yapisal degisimi

- Intestinal flora populasyonlari iizerindeki etki

- Intestinal mukozada agregasyon olusturarak patojenlerin
baglanmasini engelleme

- Intestinal musin iiretimini diizenleyerek patojenlerin epitel
hiicrelere tutunmasini énlemek

Bagirsak kanserini dnleyici etki

- Mutajenleri baglama

- Karsinojenlerin aktivitesini engelleme

- Bagirsak mikroorganizmalarinin iirettigi karsinojen {ireten
enzimlerin inhibisyonu

- Bagisiklik sistemini giiclendirme (immiin yanit)

- Ikincil safra tuzu konsantrasyonunu etkileme

Ince bagirsakta asir1 bakteri
gelisiminin engellenmesi

- Ince bagirsak florasmdaki asir1 gelismis floranm aktivitesini
etkileyerek, toksik metabolitlerin iiretimini engelleme

- Ince bagirsak kosullarmi asir1 gelisen floranm aktivitesi igin
uygun olmayan hale getirme

Bagisiklik sisteminin diizenlenmesi

- Enfeksiyon ve tiimdr olusumuna karsi spesifik olmayan savunma
mekanizmasini giiglendirme

- Antijene 6zgli immiin yanita yardimer etki

- IgA iiretiminin arttirilmasi

Alerji

- Antijen etkiye sahip maddelerin dolasim sistemine gegisinin
Engellenmesi

Kan lipidleri ve kalp hastaliklar1

- Kolesteroliin bakteri hiicresi iginde asimilasyonu

- Safra tuzu hidrolazin dekonjugasyonu ile safra tuzlarinin
atilimint arttirmak

- Antioksidasyon etkisi

Hipertansiyonu dnleyici etki

- Peptidazn siit proteinleri {izerine etkisi sonucu olusan tripeptitler
angiotensin 1 enzim déniiglimiinii inhibe etmesi

- Hiicre duvar1 komponentlerinin angiotensin 1 enzim inhibitorleri
gibi davranmasi

Laktoz sindirimine katki

- Bakteriyel laktaz ile laktozun sindirimi

Helicobacter pylori nin
neden oldugu enfeksiyonlar

- H. pylori inhibitorlerinin iiretimi (laktik asit vb)

Hepatik ensefalopati

- Ureaz iireten bagirsak florasinim inhibisyonu

12




2.5.3. Laktik Asit Bakterilerinin Diger Onemli Probiyotik Ozellikleri

2.5.3.1. Asitlik ve safra tuzlarina direng

Sindirim sisteminden geciste probiyotik olarak kullanilacak bir mikroorganizmanin
sirasinda canli kalabilmesi zorunludur. Bu nedenle lizozim basta olmak iizere, agiz
boslugunda bulunan enzimlere dayanikli olmasi: ve midenin gastrik ortamindan (pH 1.5-
3.0) etkilenmemelidir. Safra tuzlari, karacigerde kolesterolden sentezlenir ve safra
kesesinden duodenuma salgilanir (500-700 mL/giin) (Hoffman vd 1983). Bu asitler daha
sonra kolonda mikrobiyel aktiviteden dolay1 kimyasal modifikasyonlara (dekonjugasyon,
dehidroksilasyon, dehidrojenasyon ve deglukuronidasyon) ugrar (Hill vd 1968, Shimada
vd 1969, Hylemon vd 1983). Konjuge olmayan safra tuzlar1 daha yiiksek antimikrobiyel
aktiviteye sahiptir. Gram-pozitif bakterilerin safra tuzlarina hassasiyeti, Gram-negatif

bakterilerden daha yiiksektir (Floch vd 1972, Tahri vd 1996).

2.5.4. Antimikrobiyel aktivite

Probiyotik mikroorganizma sec¢im kritelerinden birisi de patojenlere ve bozulma etmeni
mikroorganizmalara karsi antimikrobiyel aktivite gostermesidir. Laktik asit bakterileri
tarafindan tiretilen organik asitler, karbondioksit, diasetil, biyosiirfaktan maddeler, H,O, ve
protein yapisindaki bilesikler (bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri maddeler) gibi
metabolitlerin birgogu antimikrobiyel etkiye sahiptir (Mishra vd 1996, Rolfe vd 2000, Reid
vd 2001).

Laktik asit bakterileri tarafindan olusturulan antimikrobiyal maddeler :
A. Laktik asit: Laktik asit bakterilerinin fermentasyon yolu ile iirettikleri bir tiriindiir ve
mikroorganizmalar iizerinde olumsuz etki yapmaktadir. Eksi tatda, kokusuz bir organik

asittir (Theresa vd 2000).

Lactobacillus’ lar pH’ y1 3,5-3,2” ye kadar diisiirebildiklerinden dolayi asitlige kars1 daha
dayanikhdirlar (Asa vd 2005).

Savay-de-Giori vd (1985), L. plantarum suslarimin asit iiretim yeteneklerinin inkiibasyon
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1s1sina bagli oldugunu ve L. plantarum CRL60 ve L. plantarum CRL83 suslarmin 30-37°C’

de asit iiretirken, 15°C’ de asit tiretmedigini bildirmislerdir.

B. Hidrojen peroksit: Laktik asit bakterilerinin liremeleri sonucu hidrojen peroksit
olustururlar. Olusturulan H,O, miktari, laktik asit bakterilerinin cins, tiir ve hatta suslarina
gore farklilik gostermektedir. Hidrojen peroksit termodinamik bakimdan kararsiz bir

bilesiktir, su ve oksijene ayrisir (Klaenhammer vd 1995, Delves-Broughton vd 1996).

2 H202 — 2 H20 + 02

Laktik asit bakterileri tarafindan aerobik gelisme sirasinda tiretilen hidrojen peroksitin bir

cok mikroorganizmanin gelisimini engelledigi bildirilmistir (Klaenhammer vd 1999).

Fernande (1987), bazi bakterilerin patojen mikroorganizmalarin {iremesini kontrol eden
cesitli antimikrobiyal maddeler olusturdugunu bildirmislerdir. Ornegin, Lactobacillus
lactis’ in hidrojen peroksit liretip E. coli’ nin in vivo olarak iiremesini durdurdugunu
gozlemislerdir. Ayrica laktik asit bakterileri tarafindan antimikrobiyal maddelerin
intestinal ve iiriner sistem enfeksiyonlarinda koruyucu rol aldigini tespit etmislerdir (Kmet

vd 1997).

Hidrojen peroksit, ortamda yliksek konsantrasyonlarda bulundugu zaman, gercek
antibiyotik olmadig1 halde Staphylococcus, Streptococcus ve Clostridium gibi bir ¢ok
bakterilerin gelisimini engelleyebilmektedir (Klaenhammer vd 1995).

Seksiiel yolla bulasan Human Papilloma Virus (HPV) hastaliginda H>O,’ in etkili oldugu
disiiniilmektedir. Aroutcheva 2001 yilinda yapilan ¢alismada H,O,’ ten hipoklorik asit
iretimi yapildig1 belirlenmis ve bu {riinlerin kanser Onclisii hiicreleri degistirdigi
saptanmistir. Ayrica hidrojen peroksit konsantrasyonu yiiksek olan ortamdaki hiicrelerin
kanser hiicrelerine doniisiimiiniin engellendigi, hatta laktik asit bakterilerinin olusturdugu
hidrojen-peroksitin kanserli hiicreleri tekrar eski haline doniistiirdiigii diistiniilmektedir

(Boris vd 1997).

Hidrojen peroksiti yiiksek oranda iireten Lactobacillus tiirleri saglikli kadin vajinasinda

Bakteriyel Vajinosisli (BV) kadinlarda bulunan tiirlere gére daha fazla bulundugu tespit
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edilmistir (Klearoff vd 1991). Ayrica yiiksek hidrojen peroksit iireten suslarin bulundugu
vajinada, Neisseria gonorrhoeae ve Gardnerella vaginalis gibi patojenlere Oldiiriicii etki

ettigi diisiintilmektedir (Irani vd 1997).

HIV-1 wviriisiiyle vajinal florada bulunan Lactobacillus’ lar arasmnda bir iliski olup
olmadigini belirleyen bir calisma yapilmistir. Bu ¢aligmanin sonucunda vajen florasinda
Lactobacillus cinsi bakteri tiirlerine sahip kisilerde HIV-1 viriisiine rastlanmazken, vajinal
florasinda Lactobacillus cinsi bakteri tiirlerine sahip olmayan kisilerde HIV-1 viriisiine

rastlanmistir (Martin vd 2000).

2.5.5. Laktik asit bakterilerinin epitel yiizeye tutunmasi ve 6nemi

Agregasyon toplanma, bir araya gelme, kiimelesme olarak tanimlanmaktadir (Kocatiirk
1991). Laktik asit bakterilerinin agrgasyon oOzelligi nedeniyle bulundugu yiizeye ve
birbirlerine yapisarak bir bariyer olustururlar (Kimet 1997).

Laktobasillerin agrege olarak koloni olusturmasi agiz boslugunda ve tlirogenital sistemde
onemli bir rol iistlenmektedir (Reid vd 1990). Agregasyon yetenegi, benzer hiicrelerin
kiimeleserek otoagregasyon olusturmasi, farkli genetik materyalli hiicrelerin koagregasyon

olusturmasina gore belirlenmektedir (Kolenbrander vd 1988).

Laktik asit bakterileri koagregasyon ozelliginden dolayr bulundugu ortama giren
patojenlere agrege olarak onlar1 etkisiz hale getirerek olast bir enfeksiyonu ve bakterinin

toksik etkisini engellemis olur (Kolenbrander vd 1988).

Probiyotikler, bagirsak epiteline tutunma, patojenlerin kolonizasyonunu azaltma, immiin
sistemi modiile etme ve zarar géren mukozanin iyilesmesini arttirdigi i¢in onemlidirler.
Laktik asit bakterilerin kolonizasyonunun, gastrointestinal hastaliklarin 6nlenmesi i¢in de
onemli oldugu gdsterilmistir. Ornegin, mukozal Lactobacillus’ larin sayilarmin azalmast,
ulseratif kolitle ve rotaviriis diyareye neden olabilecegi diisiiniilmektedir (Ouwehand vd

2001).

Lactobacillus cinsi bakterileri genelde hareketsizdirler ancak, flagellaya sahip bazi tiirleri

hareket edebilmektedir. Bu hareketliligin mikroorganizmaya toksik maddelerden sakinma
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ve uygun yere tasinma imkanm verdigi diisiiniilmekte ve boylece ekosistemdeki diger

bakterilere nazaran tstiinliik sagladig1 diistiniilmektedir (Mc Groarty 1994).

Lactobacillus cinsi bakterilerinden iki tiirii haric diger biitiin tiirlerinde fimbria (pilus)
gozlenmistir (Mc Groarty 1994). Fimbrialar sindirim ve {irogenital sistemde yerlesen
mikroorganizmalar i¢in hiicrelere tutunma, yapisma ve yerlesmeye yardimci oldugu

gozlenmistir (Arda vd 1997).

Probiyotik bakteriler, agiz boslugunda bulunan mikroorganizmalarin kolonizasyonunda
etkili olan tutunma ve/veya koagregasyon faktorleri gibi farkli kolonizasyon
mekanizmalara sahiptir. Laktobasillerin insanlarda ince ve kalin bagirsaga tutunma ve
kolonize olma mekanizmalari, hayvanlardaki tutunma ve kolonizasyon mekanizmalarindan
farklidir. Hayvanlarda bu tutunma proksimal sindirim sistemde bulunan katlanmig epitel

yiizeylerinde gerceklesmektedir (Boot vd 1996a).

Insanda, in vivo olarak bakteriyel yapisma calismalar1 sirasinda karsilasilabilecek zorluklar
nedeniyle, insan bagirsak hiicrelerine bakteriyel tutunma i¢in in vitro model sistemi
gelistirilmistir. Arastiricilar, insan bagirsak epitelinde bulunan cesitli tipteki hiicrelerin
ozelliklerine sahip, insan kolon adeno carcinoma hiicrelerini (Caco-2) izole ettiler. Caco-2
hiicreleri normal ince bagirsak villus hiicrelerinin 6zelliklerine sahiptir. Caco-2 hiicreleri
yalnizca normal mikroorganizmalarin tutunma mekanizmasiyla ilgili ¢aligmada degil ayni
zamanda bu bakterilerin patojenler ile ayni ekosistem i¢in nasil rekabete girebildiklerini
gosteren calismada da kullanilmistir. Epitel ylizeye tutunma probiyotik secim kritelerinden
biridir. Pascual’ in 2008 yilinda yaptig1 calismada insane vajinasindan izole edilen L.
rhamnosus 160’ m bariyer mekanizmasiyla vajinal epiteli korudugu, engelleme
mekanizmasiyla patojenlerin tutunmalarim1 engelledigi ve antimikrobiyal igerik trettigi
belirtilmistir (Pascual vd 2008). Probiyotik kiiltiirlerin epitel yiizeye tutunabilmeleri i¢in

agregasyon yetenegine sahip olmalar1 gerekmektedir (Boris vd 1997).

2.6. Vajinal Enfeksiyonlar

Son yillarda probiyotik teknolojisine yonelik bilimsel ve teknolojik c¢alismalar kadin
iirogenital bolge enfeksiyonlarinin kontroliinde ilerlemektedir. Bir kisinin hayatinin her

doneminde tirogenital sistemde enfeksiyon ile karsilagabilir. Ancak vulva ve vajinanin
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hormonlara olan duyarlilig1 nedeniyle yasamin her doneminde farkl etyolojik nedenlerden
dolay1 birbirinden farkli klinik tablolar goésterir. Bu asamada laktobasillerden bir flora
olusturarak bir¢ok patojen mikroorganizmaya karst dogal bagisiklik olusturarak sistemi

koruma altina alir.

Laktobasiller glikojence zengin, kalmlasmis epitelin glikojenini kullanmasi sonucu laktik
asit ve asetik asit ortaya ¢ikar. Bu ise, vajina pH’ sim 3,5 ila 4,5 arasinda tutarak birgok
ajan patojenin barinmasina engel olur. Kadmn genital ve iirogenital sistemde goriilen bazi

enfeksiyonel hastaliklar asagida anlatilmistir.

Bakteriyel vajinosis (BV), normal vajinal bakteriyel floranin degismesiyle, hidrojen
peroksid tireten laktobasillerin kaybi ve anaerobik bakterilerin artmasi ile ortam florasina
hakim olas1 sonucu goriilmektedir (Pypus vd 1999). Normal kadinlarin florasinda
anaerobik bakteri oran1 %1’ in altinda, BV’ 1i kadinlarda ise anaeroblarin konsantrasyonu
ile Gardneralla vajinalis ve Mycoplasma hominisin konsantrasyonlar1 normalden 100 ile
1000 kat daha yiiksektir. Laktobasiller genellikle bulunmaz (Berek vd). Yapilan bir
calismada ise L. acidophilus’ un BV tedavisinde etkili olmadig1 belirtilmistir (Gregor
1990).

Trikhomonas vajiniti, cinsel yolla bulasan, etmeni Trikomonas vajinalis’ dir. Vajen ve
servikste enfeksiyona neden olarak vajinal akinti, vajen ve vulvada kasintiya sebep olur.
16-35 yagslar arasinda daha sik goriilmektedir (Kocatiirk 1991, Neyzi vd 1997, Ustacelebi
1999).

Servisit, goriilmesinin en Onemli sebeplerini Chlamydia trachomatis ve Neisseria
gonorrhoeae olusturmaktadir. Enfeksiyoz servisitte servikal epitelinde enfeksiyon olusur.
Tedavi edilmedigi takdirde pelvik enflamatuvar hastlagina (PID) neden olur (Neyzi vd
1997).

Vulvovajinal Kandidiasis , vajinal enfeksiyonlar i¢cinde en yaygin olarak goriilmektedir.
Biitiin kadinlarin %75’ inin yasam siireleri boyunca en az bir kez vulvovajinal kandidiasis
(VVK) gecirdigi rapor edilmistir. Vajinal mantar enfeksiyonlarinin %85-90° ndan
Candida albicans sorumludur. C. glabrata ve C. tropicalis gibi diger Candida tiirleri de

vulvovaginal semptomlara yol acgabilir (Sobel 1996). Vajinada saprofit halde
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bulunabilecegi gibi patojen olarak da bulunur. “Kolonizasyon direnci® adi verilen bir
mekanizma ile laktobasiller mantarlarin fazla biliylimesini engellerler. Antibiyotik
kullanim1 normal floray1 ve laktobasilleri bozarak mantarlari biiyltimesini saglarlar (Berek
vd). Gebe kadinlarda, diyabetli kisilerde, oral kontraseptif ve antibiyotik kullananlarda
hiicresel bagisikligin kalitatif olarak azalmasi sonucu mantar enfeksiyonlarimm artmasi

goriilmektedir (Neyzi vd 1997).

Dogum kontrolii saglayan vajinal halkalarla (DKVH) ilgili yapilan ¢alismada C. albicans
ve L. acidophilus’ un DKVH’ a cok yiiksek adhezyon kapasitesi oldugu bildirilmistir. L.
albicans ve L. acidophilus arasindaki koagregasyon mayalarm vajinal hiicrelere
adhezyonunu azaltarak, iirogenital enfeksiyonlarin kontroliine yardim eder (Chassot vd

2010).

Insan immun yetmezlik viriisii, AIDS, genital sigiller ve iiriner yollarmn enfeksiyon gibi
enfeksiyonel hastliklar {irogenital sistemde goriilen diger enfeksiyon tiirleridir. Urogenital
enfeksiyonlar diinyada kadinlar iizerinde yaygm bir saglik problem olmasindan dolayi
tedavi ve korunma amacgh bir ¢ok uygulama yapilmaktadir. Son yillarda secici laktik asit

bakterilerini iceren probiyotik yaklasimlar gelistirlmistir (Charteris 1997).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bakteri kiiltiirleri ve gelisme kosullar

Calismamizda kullanilan Laktik Asit Bakterileri (LAB) menopoza girmemis, herhangi bir
dogum kontrol yontemi ile korunmayan ve 3 ay siire i¢erisinde antibiyotik kullanmayan 11
bayanin vajinasindan smear Orne8i almarak izole edilmistir.Farkli ornekleri igeren
petrilerden yapilan rastgele secimler neticesinde izolatlardan 1 tanesi Pediococcus
acidilactici, 2 tanesi Lactobacillus brevis ve 1 tanesi Pediococcus pentosaceus olarak tespit
edilmistir. Ana sus olarak Pediococcus acidilactici ve Lactobacillus brevis suslari

kullanilmastir.

Suslarin gelisimi i¢cin deMan Rogosa Sharpe agar (MRS) (Merck) besiyeri kullanilmastir.
Kullanilan kiiltiirlerin uygun gelisim sicakliklar1 ve suslarin kaynaklar1 Cizelge 3.1° de,

besiyerlerin kimyasal bilesenleri ise EK 1’ de gosterilmistir.

3.1.2. Bakteri Kkiiltiirlerinin saklanmasi

Bakteri kiiltiirleri uygun sivi besiyerinde 18 saat gelistirildikten sonra mikrosantrifiij
tiiplerine alimarak 10.000 rpm’ de 75 saniye santrifiij edilmistir. Hiicreler 1 ml steril serum
fizyolojik (% 0.85 NaCl) ile 1 kez yikandiktan sonra %50’ lik steril gliserol ¢cozeltisinden 1

ml alinarak -20°C’ de saklanmuistir.

3.1.3. Kiiltiir ortamlan

Laktik Asit Bakterilerinin ve diger bakterilerin gelisimleri i¢cin kullanilan besiyerlerinin

isimleri ve igerikleri EK 1°de verilmistir.

3.1.4. Tampon ve ¢ozeltiler

Calisma siiresince kullanilan kristal violet stok, bazik fuksin stok, iyot tampon ve

cozeltilerin igerigi EK 2’ de gosterilmistir.
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3.1.5. Molekiiler markorler

Calismada kullanilan molekiiler markorler EK 3’ de gdsterilmistir.

3.1.6. Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar ve {iretici firmalar1 EK 4’de verilmistir.

3.1.7. Kullamlan cozelti ve malzemelerin sterilizasyonu

Calismada kullanilan cam malzemelerin sterilizasyonu ig¢in 185°C’de 1 saat pastor firmi
kullanilmistir. Kullanilan besiyerleri, tampon ve soliisyonlar i¢in ise 121°C’de 15 dakika

siireyle otoklavda sterilize edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Laktik asit bakterilerinin izolasyonu

Medicana International Ankara Hastanesinin Kadin Dogum Polikiniligine basvuran 5
goniillii kadinin, vajenlerindan steril swap ile smear alinmistir. Alman numuneler, steril

sartlarda laboratuvara getirilerek ayni giin icerisinde analize alinmustir.

3.2.2. izolatlarin Tamimlanmasi

3.2.2.1. izolatlarin kismi karakterizasyonu

Izolatlarin kismi karakterizasyonu; Gram boyanma ve metilen boyanma &zellikleri ile
katalaz testi sonuglarina gore yapilmistir. Metilen mavisi ile boyanma 6zelligine basit
boyama da denmektedir. Gelistirilen kiiltiirlerden 5-10 pl almmarak lama yayilmistir.
Havada kurutma isleminden sonra alevken 3-5 kez gecirilmesiyle fiksasyon islemi
tamamlanmustir. Uzerine Metilen mavisi (Merck, Darmstadt, Germany) damlatilarak 5

dakika beklenmis ve distile su ile yikanma islemi gerceklestirilmistir. Kurumaya birakilan
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lamin {izerine immersiyon yagi1 damlatilarak izolatlarin morfolojisi 1600X biiyiitmeli 151k

mikroskobunda (ZEISS AxiCam MRc5 Imager system) gozlenmistir.

Gram boyama islemi i¢cin de yine ayni miktarda lamin iizerine yayilan kiiltiir havada
kurutulmus ve ayni sekilde fiske edilmistir. Fiksasyondan sonra gram boyama islemi
gerceklestirilmistir. Boyamada kullamilan ¢ozeltiler ve icerikleri EK 2°de verilmistir. 11k
olarak kristal viyole boyasinda 1 dakika bekletilmis, distile su ile yikandiktan sonra lugol
cozeltisinde 1-2 dakika bekletilmistir. Yine distile su ile yikanarak 15 saniye etanole tabi
tutulmus ve daha sonra 15 saniye bazik fuksin ile muamele edilmistir. Su ile
yikanmasindan sonra kurumaya birakilmistir. Kurutulan lam iizerine immersiyon yagi
damlatilarak 1600X biiytlitmeli 151k mikroskobunda (ZEISS AxiCam MRc5 Imager system)

incelenmistir. Mor renkli olanlar Gram-pozitif olarak degerlendirilmistir.

Katalaz testi i¢in, MRS Agar ortaminda gelistirilen kolonilerin {izerine H,O, damlatilmis
ve mikroskop altinda gaz kabarciklarinin ¢ikisi gozlenmistir. Calismada pozitif kontrol

olarak Bacillus subtilis ATCC 21332 susu kullanilmistir.
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Cizelge 3.1.

gelisim sicakliklar1

Calismada kullanilan bakteri kiiltiirleri, gelisme ortamlar1 ve uygun

Gelisme Gelisim
Bakteri ada ortamm | sicakhklar Kaynak

Bacillus subtilis ATCC 21332 LB 37°C A.UE.F. Prokaryot Genetigi
Laboratuvari

Candida albicans ATCC 25555 TSB 30°C Prof. Dr. Haluk Ataoglu

Escherichia coli ATCC 25295 LB 37°C A.U.F.F. Prokaryot Genetigi
Laboratuari

Escherichia coli LMG 3083 (ETEC) | LB 37°C A.UF.F. Prokaryot Genetigi
Laboratuari

Enterococcus faecalis ATCC 29212 | MRS 30°C A.U.F.F. Mikrobiyal Genetik
Laboratuvari

Lactobacillus plantarum NCDO 955 | MRS 37°C A.U.F.F. Mikrobiyal Genetik
Laboratuvari

Lactococcus lactis 3113 TGE 30°C A.U.F.F. Prokaryot Genetigi
Laboratuvari

Lactococcus lactis ATCC 7962 TGE 30°C A.U.F.F. Prokaryot Genetigi
Laboratuvari

Lactococcus lactis STK 83 TGE 30°C A.U.F.F. Prokaryot Genetigi
Laboratuvari

Leuconostoc mesenteroides OZ1 TGE 30°C A.U.F.F. Mikrobiyal Genetik
Laboratuvari

Listeria innocua M40 TSB 30°C A.U.F.F. Prokaryot Genetigi
Laboratuvari

Listeria monocytogenes ATCC 7644 | TSB 37°C A.U.F.F. Prokaryot Genetigi
Laboratuvari

Micrococcus luteus M4 1 TSB 30°C A.U.F.F. Prokaryot Genetigi
Laboratuvari

Pediococcus pentosaceus PedL TGE 35°C A.U.F.F. Mikrobiyal Genetik
Laboratuvari

Salmonella Typhimurium SL 1344 LB 37°C A.U.F.F. Prokaryot Genetigi
Laboratuvari

Staphylococcus aureus ATCC 6538 | LB 37°C A.U.F.F. Prokaryot Genetigi

Laboratuvari
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3.2.2.2 Biyokimyasal testler

Izolatlarin biyokimyasal olarak tanimlanabilmesi icin API (Analytical Profile Index) 50
CHL test kiti (BioMerieux, Inc., France) kullanilmistir. API 50 CHL tanimlama kiti; farkl
biyokimyasal test substratlarini dehidre olarak iceren 1 tanesi kontrol tiipii olmak tizere 50
adet mikrotiip icermektedir. Bu kitin igerdigi kullanima hazir 10 ml hacimdeki steril besi
ortamma (API 50CHL Medium) bakteri kiiltiirlinden aktarilarak bakteri siispansiyonu
hazirlanmistir. Bu soliisyonun turbititesi 2 McFarland Standarti g6z Oniine alinarak
ayarlanmis ve 50 mikrotiipe, steril damlalik kullanilarak tek tek inokiilasyon islemleri
yapilmistir. Daha sonra bu kuyucuklarn iist kism1 mineral yag (BioMerieux) ile kapatilmis
ve uygun kosullarda 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda bromkresol
moru indikatdrii iceren mikrotiiplerdeki besi ortami renginin s6z konusu karbonhidrat
fermantasyonuna (asit tiretimine) bagli olarak mordan sartya doniismesi durumunda sonug
pozitif, rengin degismemesi durumunda ise negatif olarak degerlendirilmistir. Eskiilin testi
gerceklestirilen 25 nolu mikrotiipte ise besi ortami renginin siyaha doniismesi durumunda
sonu¢ pozitif, ayni kalmasi durumunda ise negatif olarak degerlendirilmistir. Renk
degisimi konusunda siipheye diisiilmesi durumunda sonu¢ pozitif/negatif olarak renk
tonlamasina gore kaydedilmistir. Sonuclar “API Identification Software (API Lab Plus
Program, bioMerieux)” programma aktarilmis ve izolatlar i¢inde secilen Ornekler bu

bilgisayar programina gore tanimlanmistir.

3.2.2.3. izolatlarin 16S rDNAdizi analizi ile genotipik karakterizasyonu

Izolatlarm, 16S rDNA dizi analizine gore tanimlanmasi igin ilk olarak genomik DNA
izolasyonu yapilmistir. DNA’nin saflik ve miktar tayini yapildiktan sonra agaroz jel
elektroforezinde gozlenmistir. Izolatlarin 16S rDNA dizi analizine gore tanimlanabilmesi
icin 168 1ileri (5°-3) ve geri (3°-5) primerleri kullanilarak 16S rDNA bolgesinin Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilmas1 ve baz dizilerinin belirlenmesi gerekmektedir.
Baz dizileri belirlenerek ve elde edilen bulgular veri tabanindaki mikroorganizmalara ait

baz siralar1 ile karsilastirilip tanimlamalar1 yapilmistir.
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3.2.2.3.1. Genomik DNA izolasyonu

Calismada kullanilan 2 sustan PROMEGA Wizard® Genomik DNA [zolasyon Kiti
kullanim1 ile genomik DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. 37°C’de 18 saat siire ile
gelistirilen aktif kiiltlirlerden 2 ml alinarak 14500 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij edildikten sonra iist sivi ortamdan uzaklastirilmis ve test kiti asamalarina
gecilmistir. Kit iceriginde yer alan uygulama basamaklar1 takip edilmistir. Izolasyon
asamalarinda kit tarafindan saglanan prospektiis (EK 5) iizerinden birka¢ degisiklige
gidilmistir. Bu degisiklikler sirasiyla (i) elde edilen hiicre miktarini arttrmak i¢in toplam
hiicre hacminin 2 katina ¢ikarilmasi (i1) izopropanol ile DNA muamele edildikten sonra
DNA’nin ipliksi yapidaki zincirleri gézlemlenebilir bir kiitle olusturabilsin diye soliisyon
buz tlizerinde 30 dk siireyle inkiibasyona birakilmasi ve bu zaman diliminde ependorf tiipiin
arada bir yavas hareketlerle sallanmasi ve (ii1) ¢alisma sonucunda elde edilen ve icerisinde
DNA molekiiliiniin bulundugu pellet iizerine 40 pl kit tarafindan temin edilen DNA
Rehidrasyon soliisyonunun (Tris-EDTA) eklenmesi ve 6nce 65°C’de 15 dk ardindan 1 gece
+4°C’de inkiibasyona birakilmasi seklinde gerceklestirilmistir.

Elde edilen DNA daha sonraki c¢alismalarda kullanilacak sekilde 1:10 oraninda
dehidrasyon tamponu igerisinde seyreltilerek (5 ul DNA + 45 ul dehidrasyon tamponu
veya) bir sonraki asamada kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmistir. Bu arada ana stok

DNA s1-86°C’ da muhafaza edilmistir.

3.2.2.3.2. Saflik ve miktar tayini

Promega Wizard® Genomik DNA izolasyon Kit kullanmmi ile izole edilen DNA
numunelerinin saflik ve miktar tayinleri NANODROP spektrofotometrede seyreltilmemis
ana stok DNA’larm kullanimi (2 pl) ile 3 paralel okuma yapilip bu degerlerin ortalamast
almarak gerceklestirilmisti. DNA numunelerinin okunmasi i¢in kontrol olarak
dehidrasyon tamponu kullanilarak 260nm, 280nm, 260nm/280nm, 260/230nm degerleri
Ol¢iilmiis ve DNA numunelerinin konsantrasyonlar1 ng/ul olarak belirlenmistir (Sambrook
ve Russell 2001). Olgiimler 3 tekrarli yapilmistir. DNA &rneklerinin safliklarinm kontrolii
icin ODy60/ODygo i¢in kullanilmistir. Degerlendirme saf ornekler icin 1.8 ideal, daha

yiiksek degerler i¢cin RNA, daha diisiik degerlerde ise protein kontaminasyonu olarak kabul
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edilmistir.

3.2.2.3.3. Agaroz jel elektroforezi

Promega Wizard® Genomik DNA izalasyon Kiti kullammiyla izole edilen DNA
numunelerinin saflik ve miktar tayini yapildiktan sonra elektroforezleri % 1 agaroz iceren
jellerde yapilmistir (Sambrook ve Russell 2001). Agaroz jel elektroforezi igin dncelikle 1
gr agaroz 100 ml 1X Tris-Borik asit-EDTA (TBE, Merck) elektroforez tampon igerisinde
mikrodalga firin kullanilarak ¢oziilmiistiir. Sicaklig1 yaklagik 40°C’ye kadar indirilen jele
% 2 Etidyum bromit (10 mg/ml) ¢6zeltisi eklenmis ve homojen bir karisim saglandiktan
sonra elektroforez plakalarina aktarilip, taraklar yerlestirilmis ve bir saat jelin
polimerizasyonu i¢in beklenmistir. Bu siire sonunda elektroforez tanklarina, jelin yiizeyini
kapatacak sekilde “tampon ¢ozelti” (1xTBE) ilave edilmistir. Ardindan jelin hasar
gormemesine dikkat edilerek taraklar ortamdan uzaklastirilmistir. -20°C’de saklanan 1:10
seyreltilmis DNA numuneleri bir siire oda sicakliginda buz iizerinde bekletildikten sonra
3ul DNA numunesi iizerine 2 pl “yiikkleme boya cozeltisi” ilave edilerek mikropipet

yardimiyla kuyucuklara yiiklenmistir.

Elektroforez 100 V’da 2.5-3 saat siireyle yapilmistir. Markdr olarak “supercoiled DNA
ladder” kullanilmistir (3 pl markoér + 2 pl yiikleme boyasi). Yiikleme boyast jeli terk
ettikten sonra akim kesilmis ve agaroz jel Kodak Jel Goriintiileme (Gel Logic 200 Imaging
System) cihazina yerlestirilerek 365 nm dalga boyunda UV 11k altinda incelenmis,

fotograf ¢ekimleri de yine ayni1 cihaz kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.2.2.3.4. 16S rDNA bélgesinin baz dizisinin belirlenmesi ve izolatin
tanimlanmasi

Pediococcus acidilactici susunun dizi analizi Ankara Universitesi Biyoteknoloji merkez
labaratuvarinda, Lactobacillus brevis susunun dizi analizi ise Refgen Biyoteknoloji
(ODTU Teknokent/ Ankara) tarafindan yapilmistir. Dizi analizi sonuglari, BLAST (Basic
Local Alingment Search Tool) programi kullanilarak veritabanlar1 ile karsilagtirilmig ve

tarama sonucunda dizinin hangi mikroorganizmaya ait oldugu benzerlik yiizdesiyle
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belirlenmistir. izolatlarm 16S rDNA bolgesinin dizisi ve BLAST tarama sonucu EK 6’ de

verilmistir.

3.2.3. Pediococcus acidilactici ve Lactobacillus brevis suslarinin Endiistriyel A¢cidan
Ozellikleri

3.2.3.1. Bakteriyosinin antimikrobiyal aktivite spektrumunun belirlenmesi

Pediococcus acidilactici ve Lactobacillus brevis suglarinin bakteriyosin iiretiminden
sorumlu olup olmadigini belirlemek amaciyla 37°C’de 18 saat gelistirilen kiiltiirlerden 1-2
ml almarak 12.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ust kisim 0.22 um c¢apli (Milex,
Milipore) membrandan gecirilmistir. 100°C’de 5 dakika kaynatilarak antimikrobiyal
aktivitenin belirlenmesinde kullanilmistir. Uygun besiyerlerinde 18 saat gelistirilen
indikator bakteriler ve patojen suslar %1 oraninda olacak sekilde 5 ml yari-kat1 besiyerine
eklenmistir. Kat1 besiyerine indikatorlerin bulundugu yari-kat1 besiyeri yayilmistir.
Indikatdr olarak Cizelge 4.2° de belirtilen suslar kullanilmistir. Bakteriyosin oldugu
disiindiigiimiiz 6rneklerden 5 pl olacak sekilde nokta ekim ile ekim yapilmistir. Petriler
37°C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. 18 saat sonucunda inhibisyon zonu olup

olmadig1 kontrol edilmistir (Bhunia vd 1988).

3.2.3.2. Tammmlamasi yapilan suslarin probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi

Tanimlanan suslarmin diisiik pH, pepsin, pankreatin ve safra tuzlarma kars1 direncliligi ve
antibiyotik duyarlilik seviyeleri gibi probiyotik 6zellikleri saptanmistir. Her iki sus i¢in de

Caco-2 hiicrelerine tutunma testi yapilmistir.

Diisiik pH degerine karsi gelisimlerinin belirlenmesi: Probiyotiklerin bagirsaklara
ulasabilme yetenegini belirlemek i¢in midenin yiiksek asitli ortamimdan gecerek mide
stvisina benzer bir ortam olusturulmaya calisilmistir. Boylece suslarin mideden gegerek
bagirsaklara ulasabilme yetene§i gozlemlenmistir. Aktif kiiltiirlerden MRS besiyerine
%1 oraninda aktiflestirilmis ve 37°C’de 18 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun sonunda
I ml alinmig ve 10.000 g’ de 5 dakika 4°C’ de santrifiij edilerek iist faz uzaklastirilmistir.
PBS (pH 7.2) ile ¢okelti 2 kez yikanmistir. Daha sonra PBS tamponu pH’ 1 1.0, 2.0 ve
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3.0 olacak sekilde ¢oziilerek, 37°C’de 3 saat inkiibe edilmistir. Kontrol i¢in pH degeri 7.2
olan PBS kullanilmustir.inkiibasyonun 0.,1.ve 3.saatinde drneklerden numune alarak seri
dilisyonlardan gegirilerek MRS kat1 besiyerlerine ekimler 3 paralel olacak sekilde
yapilmistir. Orneklerin 37°C* de 24-48 saat inkiibasyonun sonunda kontrol ve test
gruplarindaki koloniler sayilip, log/kob olarak degerler hesaplanmistir (Maragkoudakis
vd 2006).

Safra tuzuna kars1 gelisimlerinin belirlenmesi: Her iki susunda safra tuzuna karsi
diren¢ 6zelliginin belirlenmesi amaciyla %0.3, %0.5 ve %1 oraninda safra tuzu (Merck)
iceren MRS besiyerleri kullanilmistir. Kontrol grubu olarak MRS besiyeri kullanilmistir.
Aktif bakteri kiiltiirlerinden 1 ml alinarak 10.000 g’de 5 dakika 4°C’ de santrifiij edilerek
iist faz uzaklastirilmistir. Ardindan iki kez PBS (pH 7.2) ile yikanmistir. Safra tuzu orani
%0.3, %0.5 ve %1 iceren MRS besiyerinde ¢oziilerek 37°C’ de 4 saat inkiibasyonun
ardindan 0. ve 4. saatinde Ornekler alinmis ve seri dillisyonlar yapilarak MRS kati
ortamma yayma ekim yapilmustir. Orneklerin 37°C’ de 24 saat inkiibasyonun sonunda
kontrol ve test gruplarindaki koloniler sayilip, log/kob olarak degerler hesaplanmistir

(Maragkoudakis vd. 2006).

Pepsine karsi gelisimlerinin belirlenmesi: Suslarin pepsine karsi diren¢ 6zelliklerinin
belirlenmesi ve gastrik kosullarin in-vitro ortamda olusturabilmek amaciyla 3 mg/ml
pepsin (Merck) igeren ve pH 2.0 ve pH 3.0 olan PBS tamponu ile c¢alisilmistir. Aktif
bakteri kiiltiirlinden 1 ml almarak 10.000 g’de 5 dakika 4°C’ de santrifiij edilerek iist faz
uzaklastirilmistir. Ardindan iki kez PBS (pH 7.2) ile yikanmustir.Pepsin iceren PBS (pH
2.0 ve pH 3.0) tamponu ile ¢dziilerek 37°C’ de 3 saat inkiibasyonun ardindan 0.,1.ve 3.
saatin sonunda Orneklerden numune alinarak seri diliisyonlarin sonunda MRS kat1
ortama yayma ekim 3 paralel olarak yapilmistir. Kontrol olarak pH 7.2 olan PBS
kullanilmistir. Orneklerin 37°C° de 24 saat inkiibasyonun sonunda kontrol ve test
gruplarindaki koloniler sayilip, log/kob olarak degerler hesaplanmistir (Maragkoudakis
vd 2006).

Pankreatine kars1 gelisimlerinin belirlenmesi: Suslarin pankreatine karsi direng

ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla 1 mg/ml pankreatin (Merck) iceren PBS pH’ 1 8.0
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olan tamponlar ile ¢alisilmistir. Aktif bakteri kiiltiiriinden 1 ml alinarak 10.000 g’de 5
dakika 4°C’ de santrifiij edilerek iist faz uzaklastirilmistir. Ardindan iki kez PBS (pH 7.2)
ile yikanmistir. Daha sonra pankreatin iceren pH 8.0 degerine ayarlanmis PBS
tamponunda ¢oziilmiistiir. 37°C’ de 4 saat inkiibasyonun ardindan 0.ve 4. saatin sonunda
orneklerden numune almarak seri diliisyonlarin sonunda MRS kat1 ortama yayma ekim 3
paralel olarak yapilmistir. Kontrol olarak pH 7.2 olan PBS kullanilmistir. Orneklerin
37°C’ de 24 saat inkiibasyonun sonunda kontrol ve test gruplarindaki koloniler sayilip,
log/kob olarak degerler hesaplanmistir (Maragkoudakis vd 2006).

Antibiyotik duyarhhklarinin belirlenmesi: Suslarin antibiyotik duyarliliklarinin
belirlenebilmesinde antibiyotik disk diflizyon yontemi kullanilmustir. Kiiltiirler 37°C’ de
18 saat inkiibasyonun ardindan hiicre yogunlugu 10 ml MRS besiyerinde 1x10° kob/ml
(Ag00=0.008-0.1) olacak sekilde ayarlanarak, 90 ml MRS agar uygun sicakliga geldikten
sonra karistirilarak petrilere dokiilmiistiir. Agarin katilasmasi sonunda her petriye uygun
araliklarla farkli antibiyogram diskleri yerlestirlmis ve 37°C’ de 18 saat inkiibasyona
brrakilmistir. Kontrol ~ olarak LB  besiyerinde S. aureus ATCC6538  susu
kullanilmistir.Inkiibasyonun ardindan antibiyotik diskleri etrafinda olusan zonlarm g¢ap1

mm olarak 6l¢iim yapilmistir (Wilkins vd 1972).

Hemolitik akvitelerinin belirlenmesi: Her 2 susda 37°C’ de 24 saat gelistirildikten
sonra %5 koyun kani iceren Colombia agarda (bioMerieux, Inc.) ¢izgi ekim yapilmastir.
S. aureus ATCC 6538 ve E.coli ATCC 25295 kontrol olarak kullanilmistir. 37°C’ de 24
saat inkiibasyondan sonra koloniler etrafinda berrak zon olusturan - hemolitik, parlak
yesil zon olusturan koloniler a-hemolitik ve zon olusturmayanlar ise y-hemolitik olarak

degerlendirilmistir (Maragkoudakis vd 2006).

Otoagregasyon ozelliginin belirlenmesi: Otoagregasyon o6zelliginin belirlenmesinde
Kos vd (2003) tarafindan uygulanan yontem kullanilmistir. %1 oraninda MRS besiyerine
inokiile edilen kiiltiir 37°C’ de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Ardindan 5000g” de 15
dakika santrifiij edilerek iki kez PBS ile yikanarak 10 kob/ml olacak sekilde MRS
besiyerinde ¢oziilmiistiir. Bu sekilde 4 ml hazirlanan kiiltiir 10 saniye vortekslenerek,

otoagregasyon Ozelligi 5 saat siiresince oda sicaklifinda hareket ettirmeden
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bekletilmistir. Saat baslarinda iist kistmdan 0.1 ml alinarak 3.9 ml MRS siv1 besiyeri ile
seyreltilerek kiiltiiriin bekletme oncesi ve bekletme sonrasi optik yogunluklar1 600nm’ ye
ayarlanmis spektrofotometrede okunmustur. Otoagregasyon i¢in kullanilan hesplama [1-

(A¢ Ag)X100] formiil kullanilarak yapilmistir (A: Absorbans, t: saat, 0: 0. saat).

Koagregasyon o6zelliginin belirlenmesi: Koagregasyon 6zelliginin belirlenmesinde de
ayn1 yontem kullanilmistir. %1 oraninda MRS besiyerine inokiile edilen kiiltiir 37°C’ de
18 saat inkiibasyona birakilmistir. Ardindan 5000g” de 15 dakika santrifiij edilerek iki
kez PBS ile yikanarak 10° kob/ml olacak sekilde MRS besiyerinde
coziilmiistiir. Koagregasyon i¢in Salmonella enteric serotype Typhimurium SL1344 ve
Escherichia coli LMG3083 (ETEC) kullanilmistir. Her iki susdan da 2 ml alinarak diger
hiicre slispansiyon ile esit miktarda karistirilarak, 10 saniye vortekslenerek koagregasyon
Ozelligi 5 saat siiresince oda sicakliginda hareket ettirmeden bekletilmistir. Her saat
basinda iist fazdan 0.1 ml alinarak 3.9 ml MRS s1v1 besiyeri ile seyreltilerek kiiltiiriin
bekletme Oncesi (OD1) ve bekletme sonrasi (OD2) optik yogunluklari 600nm’ ye
ayarlanmis spektrofotometrede okunmustur. Koagregasyon ylizdesinin belirlenebilmesi

icin su formiil kullanilmistir;

Axt+ Av/2)- A(x+y x ve v: kontrol tiiplerindeki 2 tiir
%=(X Y)(}X100 y p

Axt+ Ay/2 x+y: karigim

Insan kolon adenokansiroma (Caco-2) hiicrelerine tutunma o6zelliginin belirlenmesi:
Her iki susunda probiyotik 6zellikleri belirlendikten sonra, suslarin Caco-2 hiicrelerine
tutunma ozellikleri ve S. Typhimurium SL 1344 ve E.coli LMG3083 (ETEC) patojenler
ile tutunmalarmin engellenmesi denemeleri Ankara Universitesi Biyoteknoloji Merkez

Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

Caco-2 hiicreleri %10 inaktive edilmis fetal bovin serum, 2mM L-glutamin, 20U/ml
penisilin ve 100 pg/ml streptomisin igeren RPMI 1640 besiyerinde (Gibro BRL) ve

37°C’de anaerobik sartlarda inkiibe edilmis ve pasajlama swasinda siirekli yenilerek
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gelistirilmistir. Tutunma ozelliklerinin belirlenebilmesi i¢in Caco-2 hiicreleri 24 kuyulu

doku kiiltiir plaklarinda gelistirilmistir.

P. acidilactici ve L. brevis suslart MRS besiyerinde 18 saat gelistirildikten sonra 6000
devirde 15 dakika santrifiij edildikten sonra hiicreler ¢oktiiriilmiistir. Ust faz
uzaklastirildiktan sonra PBS (pH 7.4) ile 2 kez yikanmistir. Hiicre konsantrasyonu RPMI
besiyeri ile 10° kob/ml’ye ayarlanarak steril tiiplere alimmustir. Kuyulardaki RPMI besiyeri
ortamdan uzaklastirilip hiicreler PBS tamponu ile 3 kez yikanmistir. Bakteri RPMI besiyeri
karigimindan kuyulara Iml konulmustur. Plaklar 37°C’de %5 CO,, %95 atmosfer
basmmcinda 90 dakika inkiibe edilmistir.Ardindan kuyulardaki bakteri siispansiyonu
almarak, tutunmamis bakteriler ortamdan uzaklastirilmistir. Sonra iki kez PBS tamponu ile
yikanmistir. Caco-2 hiicrelerine tutunan bakterileri kuyulardan alabilmek i¢in ortama 1 ml
Tween 80 (%0,1) aktarilarak 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda bakteri
siispansiyonu steril mikrosantrifiij tiiplerine almarak 107’ ye kadar seyreltilmistir.
Diliisyonlar MRS ve LB kat1 besiyerlerine ekilerek 37°C’de 18 saat inkiibe
edilmistir.Kontrol suslar1 olan E. coli LMG3083 (ETEC) ve S. Typhimurium SL1344
uygun besiyerlerinde yine 18 saat gelistirilerek ayn1 basamaklar tekrarlanmustir.inkiibasyon
siiresi sonunda petrilerdeki koloniler sayilarak canli hiicre sayis1 belirlenmistir

(Maragkoudakis vd. 2006).

Tutunma yeteneklerini belirlemek istedigimiz suslarin Caco-2 hiicrelerine tutunma
yetenekleri hesaplama i¢in; tutunmus bakteri sayisimin (TBS) baslangic bakteri sayisina

(BBS) oranlanmasiyla hesaplanmistir. Calisma 6 paralel iizerinden yapilmaistir.

TBS

Bakteri Tutunma Orani (BTO) = X100

BBS

Patojen bakterilerin Caco-2 hiicrelerine tutunmalarinin engellenmesi: Patojen
mikroorganizmalarm  Caco-2 hiicrelerine tutunmalarmin engellenmesi igin S.
Typhimurium SL1344 ve E. coli LMG3083 (ETEC) suslar1 ile Pediococcus acidilactici

ve Lactobacillus brevis suglar1 kullanilmistir.
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MRS besiyerinde Pediococcus acidilactici ve Lactobacillus brevis suslar1 18 saatlik
gelistirildikten sonra, 6000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek iist faz atilmis ve pellet iki
kez PBS (pH 7.4) ile yikanmustir. Hiicre konsantrasyonu 10™®* kob/ml’ye ayarlanarak steril
tiiplere aktarilmistir. Caco-2 hiicrelerinin bulundugu kuyular PBS tamponu ile 3 kez
yikandiktan sonra 24 kuyuluk kiiltiir plagma ilk 6 kuyusuna P. acidilactici diger 6
kuyusuna L. brevis susu konulmustur. Daha once belirtilen yontemle tutunma denemesi
gergeklestirilmistir. 90 dakika inkiibasyon sonucunda kuyular 4 kez PBS ile yikanmistir.
Kiiltiir plaginin diger 6 kuyusuna S. Typhimurium SL1344, diger 6 kuyusuna E. coli
LMG3083 (ETEC) RPMI siispansiyonundan 1 ml aktarilmistir. Tekrar 37°C’de anaerobik
kosullarda 90 dakika inkiibasyona birakilmistir. Kuyular tekrar 3 kez PBS ile yikandiktan
sonra bakterilerin kuyulardan almabilmesi i¢in Tween 80 (%0,1) ilave edilerek 30
dakikalik inkiibasyona birakilmustir. Daha sonra kuyulardan alman bakteriler 107 diizeyine
kadar seyreltilmis ve hazirlanan diliisyonlar McConkey Agar (Merck) ortamlarma
ekilmistir. 37°C’de 24-48 saat inkiibasyon sonras1 petrilerdeki koloniler sayilar1 belirlenmis
ve tutunmus patojen bakteri sayisi (TPBS) hesaplanmistir. Tutunmus patojen bakteri sayisi
(TPBS), basglangi¢ patojen bakteri sayisina (BPBS) oranlanarak hesaplanmistir. Tutunma
denemeleri, her sus i¢in 6 paralel yapilmistir (Maragkoudakis vd 2006).

Caco-2 hiicrelerine tutunma o6zelliginin floresan mikroskobunda goriintiilenmesi:
Caco-2  hiicrelerine Pediococcus acidilactici ve Lactobacillus brevis suslarimin
tutunmasimnin floresan mikroskobunda goriintiilenebilmesi i¢cin 24 kuyulu kiiltiir plaginin
kuyularmna 12 mm ¢apinda daha 6nceden steril edilmis olarn coverslipler yerlestirilmistir.
Caco-2 hiicreleri her bir kuyucukta bulunan coverslipler {izerinde gelistirilmistir.
Hiicrelerin tutunmasi yukarida belirtildigi gibi uygulanmistir. Bakteri siispansiyonu
kuyulara aktarilarak 90 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan PBS ile tutunmamis bakteri
hiicrelerini ortamdan uzaklastirmak amaciyla yikanmistir. Tutunan bakterilerin geri
almmas1 gerceklestirilmemis, Caco-2 hiicrelerine tutunan bakterilerin coverslipleri yavasca
kuyulardan c¢ikarilarak PBS (pH 7.4) tamponunda %70 oraninda hazirlanan metanolde 15
dakika bekletilmistir. Bu sekilde fiske edilen coverslipler iki kez PBS ile yikanmis ve
kurumaya birakilmistir. Boyama Akridin oranj (% 0.1 oraminda PBS ’de (pH 7.4)
seyreltilmis) ile yapilmistir. Coversliplerin tizeri boya ile kaplanarak 2 dakika beklenmistir.
Ardindan PBS ile yikanarak iizerine immersiyon yagi damlatilarak 1600X biiylitmede

floresan mikroskobunda goriintiilenmis ve fotograflar1 ¢ekilmistir.
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Caco-2 hiicrelerine tutunma o6zelliginin SEM’ de goriintiillenmesi: Pediococcus
acidilactici ve Lactobacillus brevis suslarinin Caco-2 hiicrelerine tutunmasinin SEM’ de
gortintiilenmesi i¢in 24 kuyulu kiiltiir plagmin kuyularma 12 mm ¢apinda onceden steril
edilmis coverslipler yerlestirilmistir.  Coverslipler iizerine Caco-2 hiicreleri
gelistirilmistir. Diger tutunma denemelerinde belirtildigi gibi bakteri siispansiyonu
kuyulara aktarillarak 90 dakika inkiibasyona birakilmistir. Ayni1  basamaklar
tekrarlanmistir  ancak  tutunan  bakterilerin  Tween-80 ile  geri  alimim
gerceklestirilmemistir. Coversliplerin lizerinde tutunan Caco-2 hiicreleri ve bakteriler
bulundugu kuyulardan yavasta c¢ikarilarak PBS (pH 7.4) % 2,5 oraninda hazirlanan
glutaraldehitte 1 saat bekletilmistir. Fiksasyon isleminden sonra, coverslipler ii¢ kez PBS
ile yikandiktan sonra %2 OsOs ile 30 dakika bekletilmistir. Tekrar 3 kez PBS ile
yikandiktan sonra seri etanol konsantrasyonlariyla dehidrasyon islemi gergeklestirlmistir
(Chauviere vd 1992). Coverslipler havada kurutulduktan sonraaltinla (Gatan 682PECS,
Gatan Inc.) kaplanarak SEM’de gozlemlenmistir. SEM’de inceleme i¢in Bilkent
Universitesi UNAM’da (Malzeme Bilimi ve Nanateknoloji Enstitiisii) bulunan FEI
QUANTA 200F Taramal1 Elektron Mikroskobu kullanilmaistir.

Hesaplamalar ve istatiksel analizler: Istatiksel analizler icin SPSS 15.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) istatiksel analiz programi kullanilmistir. Varyansin tek yonlii analizi
olan ANOVA, Tukey posthoc testi ve bagimsiz ttesti kullanilarak veriler

degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Vajinal Smearden Elde Edilen Bakterilerin izolasyonu

Calismamizda kullanilan laktik asit bakterileri menopoza girmemis, herhangi bir dogum
kontrol yontemi ile korunmayan ve 3 ay siire igerisinde antibiyotik kullanmayan bayanlarin
vajinasindan smear ornegi alinarak izole edilmistir. Suslarin gelisimi i¢in ¢ogunlukla MRS
besiyeri kullanilmistir. Smear O6rneklerinin alindig: steril swaplardan steril enjektér ucu
yardimiyla alinan 6rnekler 107 ye kadar steril fizyolojik tuzlu su (FTS) ile seri diliisyonlar
hazirlanmistir. Hazirlanan 10°, 10° ve 107 diliisyonlardan 0,1’ er ml alinarak MRS
besiyerine yayma ekimler yapilmis ve 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir.
Ardindan izolatlarm koloni morfolojisi, Gram reaksiyonlar1 ve katalaz aktiviteleri
incelenmistir (Erkkild vd 2000). Stoklar1 alinan saf kiiltiirler sporsuz, Gram pozitif, kok ve
cubuk sekilli, katalaz reaksiyonu negatif olarak degerlendirilmistir (Thornton vd 1996,
Hartemink vd 1997).

4.2. Izolatlarin Morfolojik Karakterizasyonu

Izolatlar boyama islemi i¢in metilen mavisi ve gram boyama yapilarak 1600X biiyiitmeli
151k mikroskobunda (ZEISS AxioCam MRc5 Imager System) ve goézlemlenmistir. P.
acidilactici tetrads1 yapida ve mor renkte gozlemlenirken (Sekil 4.1a), L. brevis uzun
cubuk sekilli ve mor renkte gozlemlenmistir (Sekil 4.1b). Her iki sus da gram pozitif olarak

degerlendirilmistir.
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Sekil.4.1. Pediococcus acidilactici OZV(a) ve Lactobacillus brevis OZV (b) suslariin 151k
mikroskop goriintiisii.

izolatlarin genotipik karakterizasyonu

Promega Wizard DNA izolasyon kit kullanimi neticesinde izolatin DNA’s1 izole edilmis,
saflik ve miktar tayini nanodrop spektrofotometre kullanilarak Olciilmiistiir. ODsgp nm,
DNA molekiiliiniin absorbe edildigi dalga boyudur. Bu deger numunedeki DNA
konsantrasyonunun belirlenmesinde kullanilmaktadir. 280 nm’de okunan absorbans degeri
ODygo/ OD»gp oranmin belirlenmesinde kullanilmaktadir ve teorik olarak ODy/OD5go
degerinin 1.75-2.0 arasinda olmasi gerekmektedir. 1.75-2.0 arasinda tespit edilen
OD»60/OD2gp orant UV skaladaki absorbsiyonun niikleik asitlerden kaynaklandigi anlamina
gelmektedir. Bununla beraber, 1.75’den daha diisiik OD,eo/ ODygp orani protein ve diger
UV absorbe edicilerin varligmi, 2.0’dan daha biiyiikk OD,60/OD5gp oran1 ise numunenin

kloroform veya fenol ile kontamine olmus olabilecegini gostermektedir.

Izole edilen DNA’nm konsantrasyonu; P. acidilactici igin 1800,74 ng/ul ( ODag orani
36.1, ODygp oran1 18.34, ODye0280 orant 1,96), L. brevis icin ise 1457,06 ng/ul ( ODago
oran1 30.7, ODygp oram1 15.02, ODye0ns0 orant 2,04) olarak oOlgiilmiistiir. Bu bilgiler
neticesinde elde edilen veriler ise izole edilen DNA’nin genomik c¢aligmalar i¢in uygun
oldugunu gostermektedir. Kromozomal DNA molekiiliine ait elektroforez % 1 agaroz

iceren 0.02 pL/ml EtBr eklenmis jelde yapilmaistir.
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Izolatlarin PZR ile ¢ogaltilan 16S rDNA bélgesinin dizi analizinden elde edilen baz sirast,
bu baz sirasinin NCBI BLAST veri tabaninda gergeklestirilen karsilastirmali analizinden
elde edilen kesin tani sonug¢lar1 EK6’de verilmistic. AP/ 50CHL kit sonucunda P.
acidilactici ve L. brevis olarak belirlenen izolatlar aym sekilde 16S rDNA dizi analizi
neticesinde de %99 benzerlik oraniyla P. acidilactici ve L. brevis olarak tanimlanmistir.
Gerek morfolojik, kiiltiirel ve biyokimyasal gerekse API SOCHL kit sonucu 16S rDNA dizi
analizinden elde edilen sonugla kesinlestirilmis olup izolat ¢calismanin diger asamalarinda
P. acidilactici OZV ve L. brevis OZV olarak isimlendirilmistir. Izolatlarin tanimlanmas1
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez Laboratuvarmnda ve Refgen
Biyoteknoloji (ODTU Teknokent) tarafindan yapilmisti. GenBank’ dan accession
numarasi alinmistir. Pediococcus acidilactici OZV,; #1468234 Seql JN390973,
Lactobacillus brevis OZV, #1466053 Seql JN256939.

4.3. Pediococcus acidilactici OZV ve Lactobacillus brevis OZV suslarimn Endiistriyel
Ac¢idan Ozellikleri

4.3.1. Pediococcus acidilactici OZV susu tarafindan iiretilen bakteriyosinin
aktivite spektrumu

P. acidilactici OZV susu tarafindan iiretilen antimikrobiyel maddenin bazi patojenler ve
indikator bakteriler {izerindeki antimikrobiyel etkisi arastirilmistir. Gida kaynakh
intoksikasyon ve enfeksiyonlarda son yillarda etkili olan ve gida mikrobiyolojisinde sik¢a
kullanilan Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilere karsi test edilmistir. Susun birgok
Gram-pozitif mikroorganizmaya kars1 duyarl oldugu bulunmustur. Gram-negatif bakteriler
iizerinde ise bir etki gozlenmemistir (Cizelge 4.2). L. brevis OZV susunda ise bakteriyosin

iiretimi gdzlemlenmemistir.
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Cizelge 4.2. Pediococcus acidilactici OZV susu tarafindan {iretilen bakteriyosinin aktivite

spektrumu

Mikroorganizma adi Aktivite Mikroorganizma adi Aktivite

Bacillus subtilis ATCC21332 + Leuconostoc mesenteroides OZ1 +

Candida albicans ATCC26555 | - Listeria monocytogenesATCC +
7644

Enterococcus faecalis + Listeria monocytogenes MA +

ATCC29212

Esherichia coli ATCC25295 - Listeria innocua M40 +

Lactobacillus plantarum + Pediococcus pentosaceus Ped L +

NCDO955

Lactococcus lactic ATCC7962 + Salmonella  enterica  serotype | -
Typhimurium SL 1344

Lactococcus lactis 3113 + Staphylococcus  aureus ATCC | -
6538

Lactococcus lactis SIK83 + Micrococcus luteus M41 +
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4.4. Pediococcus acidilactici ve OZV Lactobacillus brevis OZV Suslarinin Probiyotik

Ozelliklerinin Belirlenmesi

4.4.1. Suslarnn diisiik pH, pepsin, pankreatin ve safra tuzuna karsi direnc oézellikleri

Besinlerin sindirim sisteminden gecerken, midede kalma siiresi 3 saattir. Bu siirede

midenin pH’s1 1-4 arasinda degismektedir (Vinderola vd 2003).

P. acidilactici OZV susunun pH’ a kars1 direng 6zelliklerinin belirlenmesinde pH 1.0°de, 1
saat icerisinde canliliklarini kaybettikleri tespit edilmistir. Buna karsin, pH 2.0’de 1. saatin
sonunda % 66.74 canlilik orani tesbit edilmis olup, 3. saatin sonunda canliligin1 kaybettigi
goriilmistiir. pH 3,0’de 3. saatin sonunda % 70.62 oraninda canlilik tespit edilmistir
(Sekil.4.2a). L. brevis OZV susunun pH’ a kars1 direng 6zelliklerinin belirlenmesinde pH
1.0°de, 0. saatte canlilik oran1t % 85.87 iken 1. ve 3. saatte herhangi bir canlilik tesbit
edilmistir. pH 2’de 1. saatin sonunda % 64.94 canlilik oran1 gézlemlenirken 3. saatte hicbir
canlilik oram1 gézlemlenmistir. pH 3’de 3. saatin sonunda canlilik oram1 % 71.80 olarak

saptanmustir (Sekil.4.2.b).

10 - 10 -

8 A 8 -
E 6 0s £ 61  0s

5 5

§° 4 - Id1s §° 4 1s
M 3s m3s

2 A 2 -

0 - 0 -
pH:1 pH:2 pH:3 a pH:1 pH:2 pH:3 b

Sekil.4.2. Pediococcus acidilactici OZV (a) ve Lactobacillus brevis OZV (b) suslarinin
pH’ a kars1 direng 6zellikleri (kob/ml).
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pH 2.0 ve 3.0° deki pepsin uygulamasi ile sindirim sistemine ulagan mikroorganizmalarin
gastrik kosullara direng diizeylerinin in-vitro olarak belirlenmesidir (Maragkoudakis vd

2006). Pepsin’ e kars1 direng 6zelliklerinin belirlenmesinde;

P. acidilactici OZV susu pepsin pH 2,0°de 1.saatin sonunda herhangi bir canlilik tesbit
edilmezken, pepsin pH 3.0’de 3. saatin sonunda % 56.05 oraninda canlilik gézlemlenmistir
(Sekil.4.3.a). L. brevis OZV susu pepsin pH 2.0’ de 1.saatin sonunda herhangi bir canlilik
tesbit edilmezken, pepsin pH 3,0°de 2. saatin sonunda % 70.19 iken, 3. saatin sonunda %

53.52 varan bir azalma gozlemlenmistir (Sekil.4.3.b).

10 A 10 A
8 A 8 -
E ¢ E 6.
E m0Os E M 0s
(8] (8]
¥ 4 1s g 4 L 1s
5 m3s > - M 3s
0 - 0 -
pepsin pepsin pepsin  pepsin
pH:2 pH:3 a pH:2 pH:3 b

Sekil.4.3. Pediococcus acidilactici OZV (a) ve Lactobacillus brevis OZV (b) suslarinin
pepsin direcliligi (kob/ml)

Safra tuzu wuygulamasmin P. acidilactici OZV susu 4. saatinde % 0.3’lik
konsantrasyonunda % 85.08 oraninda canlilik tesbit edilirken, % 0.5 ve % 1’lik
konsantrasyonlarda ise ¢ok az bir oranda diisiis tesbit edilmektedir (Sekil. 4.4.a). L. brevis
OZV susunda ise; safra tuzu direngliliginin 4. saatinde % 0.3’lLiik konsantrasyonunda %
95.98 oraninda canlilik tesbit edilirken, % 0.5 ve % 1°lik konsantrasyonlarda ise ¢ok az bir

oranda diisiis tesbit edilmektedir (Sekil. 4.4.b).
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Sekil.4.4. Pediococcus acidilactici OZN (a) Lactobacillus brevis OZV (b) suslarinin safra
tuzu direngliligi (kob/ml)

Pankreatin uygulamasinda her iki susda da % 100’ den daha fazla canlilik tesbit edilmistir
(Sekil.4.5.a/b).

10 + 10 ~

8 8
E 6. E 6.
E M 0s E M 0s
(8] (8]
g 4 - M 4s g 4 M 4s

2 2

0 0

pankreatin pankreatin
a b

Sekil.4.5. Pediococcus acidilactici OZV (a) ve Lactobacillus brevis OZV (b) suslarmin
pankreatin direngliligi (kob/ml)

Arastirma kapsaminda incelenen suslarin, diisiik pH, pepsin, pankreatin ve safra tuzuna
degerlerine direng¢ Ozellikleri, yapilan deneylerin sonucunda bulunan degerler Cizelge

4.3.a-b’de verilmistir.

39



Cizelge 4.3. a Pediococcus acidilactici OZV susunun pH, pepsin, pankreatin ve safra
tuzunda yapilan deneyler sonucunda olusan canliliklar.

Pediococcus acidilactici OZV
Canhhigin denendigi durumlar | Inkiibasyon Zamani

0.saat 1.saat 3.saat 4.saat
pH 1.0 7.05 0 0
pH 2.0 8.51 5.8 0
pH 3.0 8.6 6.89 6.08
Pepsin pH 2.0 7.77 0 0
Pepsin pH 3.0 8.57 6.59 4,68
%0,3 safratuzu 8.66 - - 7.36
%0,5 safratuzu 8.26 - - 6.95
%1 safra tuzu 8.58 - - 7.24
Pankreatin 8.45 - - 8.73

Cizelge 4.4.b Lactobacillus brevis OZV susunun pH, pepsin, pankreatin ve safra tuzunda
yapilan deneyler sonucunda olusan canliliklar1.

Lactobacillus brevis OZV
Canhhigin denendigi durumlar | Inkiibasyon Zamani

0.saat 1.saat 3.saat 4.saat
pH 1.0 7.17 0 0
pH 2.0 8.31 5.5 0
pH 3.0 8.47 7.43 6.11
Pepsin pH 2.0 7.46 0 0
Pepsin pH 3.0 7.73 5.58 4.48
%0,3safra tuzu 8.69 - - 8.36
%0,5safra tuzu 8.56 - - 8.39
%1 safra tuzu 8.37 - - 7.53
Pankreatin 8.26 - - 8.7

4.4.2. Hemolitik aktivitenin belirlenmesi

Hemolitik aktivitenin belirlenmesinde kontrol suslar1 olarak E. coliATCC 25295’nin
bulundugu ortamlarda kolonilerin etrafinda parlak-yesil zon (a-hemolitik) olusurken,

Staphylococcus aureus ATCC6538’un gelistigi ortamda, kolonilerin etrafinda berrak zon
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(B-hemolitik) gozlemlenmektedir. Ayni1 ortamda gelistirilen ¢alismamizda kullanilan her

iki susun kolonilerinin etrafinda ise zon olusumu gézlenmemistir (y-hemolitik).

Calismamizda, suslarin hemolitik aktivitelerinin sonucunda elde edilen veriler bakimidan

probiyotik olarak kullanimi1 agisindan bir sorun teskil etmeyecegini gostermektedir.

4.4.3. Suslarn antibiyotik duyarhhk diizeyleri

Suslarin antibiyotik direngliligi hiicre duvar sentezini, protein ve niikleik asit sentezini
inhibe eden antibiyotikler kullanilarak disk difiizyon yontemi ile tesbit edilmistir. Her iki
susun 37°C’ de 18 saat inkiibasyonun ardindan farkli antibiyotik disklerinin etrafinda
olusan zonlarin ¢aplart mm olarak dlgiilerek Cizelge 4.5 de gosterilmistir. Sonuglar daha
sonra ICMR Bulletin (Indian Council of Medical Research, ISSN 0377-4910-2009) esas
almarak, Direngli (R), Yar1 hassas (I), Hassas (S) olarak siniflandirilmistir. Calismamizda
her iki susunda peniciline duyarli oldugu, clindamysin antibiyotige kars1 P. acidilactici
OZV susunun direngli iken L. brevis OZV susunun ise duyarli oldugu goriilmiistiir.
Amoxycilline karst ise Pediococcus acidilactici susunun yar1 hassas iken, Lactobacillus

brevis OZV susunun diren¢li oldugu saptanmustir.
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Cizelge 4.5. Pediococcus acidilactici OZV ve Lactobacillus brevis OZV suslarmin

antibiyotik duyarlilik profili

Antibiyotik Konsantrasyon Pediococcus ICMR Lactobacillus ICMR
(mg) acidilactici STANDART 2009 brevis STANDART 2009
Piperallicin 100 12 R 16 R
Cefuroxime sodium 30 12 R 14 R
Ampicillin 10 12 R 12 R
Penicilin 10 18 S 24 S
Vancomycin 30 - R - R
Cefoperazone 75 20 I 16 I
Bacitracin 10 - R - R
Cefotaxime sodium 30 14 R 12 R
Cefepime 30 8 R 10 R
Cephazolin 30 14 R 10 R
Amoxycillin 30 14 I 12 R
Ceftazidime 30 - R - R
Meropenem 10 14 I 14 I
Tetracyclin 30 10 R 12 R
Clindamycin 2 12 R 20 S
Erythromycin 15 12 R 12 R
Gentamycin 10 10 R 12 R
Chloromphenicol 30 16 I 20 S
Kanamycin 30 - R - R
Amikacin 30 12 R 12 R
Streptomycin 10 - R - R
Neomycin 5 - R - R
Ofloxacin 5 - R - R
Ciprofloxacin 5 - R - R
Trimethoprim 25 - R - R
Novobiocin 30 12 R 14 I
Aztreonam 30 - R - R
Tobramycin 10 - R - R
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Suslarin otoagregasyon ve Koagregasyon ozelliklerinin belirlenmesi

P. acidilactici OZV susunun 5. saat sonundaki otoagregasyon yiizdesi %79.49 iken L.
brevis OZV susunun ylizdesi %78.13°tiir. P. acidilactici OZV susunun 1., 3. ve 5.
saatlerdeki otoagregasyon ile ilgili 151k mikroskobu goriintiileri Sekil.4.6 da verilmistir. L.
brevis OZV susunun 1., 3. ve 5. saatlerdeki otoagregasyon ile ilgili 151k mikroskobu

gortintiileri ise Sekil.4.7 de verilmistir.

; 3 f i
DA S C

Sekil.4.6. Pediococcus acidilactici OZV susunun 1.(a), 3.(b) ve 5.(c) saatlerindeki

otoagregasyonun 151k mikroskobundaki goriintiileri

| ®
Sekil.4.7. Lactobacillus brevis OZV susunun 1.(a), 3.(b) ve 5.(c) saatlerindeki

otoagregasyonun 151k mikroskobundaki goriintiileri
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P. acidilactici OZV sugunun S. Typhimirium SL1344 ile koagregasyonu; % 4.35, E.coli
LMG3083 (ETEC) ile 5. saatin koagregasyon yiizdesi; % 11.82 iken Lactobacillus brevis
OZV susunun Salm. Typhimirium SL 1344 ile koagregasyonu; % 9.52, E.coli LMG3083
(ETEC) ile 5.saatin koagregasyonu; % 9.09°dur. Smasiyla her iki susun 1., 3.ve 5.
saatlerindeki koagregasyon sonucu 1s1ik mikroskobundaki goriintiileri Sekil.4.8, 4.9, 4.10

ve 4.11 ‘de verilmistir.

l.

Sekil.4.8. Pediococcus acidilactici OZV susunun E. coli LMG3083 (ETEC) ile 1. saat (a),

3. saat (b) ve 5. saat (c¢) koagregasyonun 151k mikroskobik goriintiisii (1000X)

..

Sekil.4.9. Pediococcus acidilactici OZV susunun S. Typhimurium SL 1344 ile 1. saat (a), 3
saat (b) ve 5. saat (c) koagregasyonun 151k mikroskobik goriintiisii (1000X)
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Sekil.4.10. Lactobacillus brevis OZV susunun E. coli LMG3083 (ETEC) ile 1. saat (a), 3.
saat (b) ve 5. saat (c) koagregasyonun 151k mikroskobik goriintiisii (1000X).

Sekil.4.11. Lactobacillus brevis OZV susunun S.Typhimurium SL 1344 ile 1.saat (a), 3.
saat (b) ve 5. saat (c) koagregasyonun 151k mikroskobik goriintiisii (1000X).

4.4.4. Suslarin Caco-2 Hiicrelerine Tutunma Ozellikleri

Probiyotik mikroorganizmalarin intestinal sisteme ulagsmasiyla, mikrovilluslarin yiizeyine
ya da mukozaya tutunma yetenekleri, iyi karakterize edilmig Caco-2 hiicreleri kullanilarak
yapilan in vitro c¢alismalarla tespit edilmektedir (Maragkoudakis vd 2006). Caco-2
hiicrelerine tutunma denemelerinde; pozitif kontrol olarak caligilan S.Typhimurium SL

1344 susunun % 9,94 (£1,93), E. coli LMG3083 (ETEC) susunun ise %13,02 (+3,11)
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diizeyinde tutunma 6zelligi belirlenmistir. Pediococcus acidilactici ve Lactobacillus brevis
suslarinin tutunma oranlari sirasiyla % 12,29 (+1,42) ve % 12,10 (£3,7) olarak saptanmistir
(Sekil 5.12). Istatiksel olarak (ANOVA) tiim suslarm tutunma yiizdelerinin arasinda fark
olmadig1 bulunmustur (p>0.05).

Her iki susunda floresan ve tarayici elektron mikroskop (SEM) goriintiileri Sekil 5.13 ve
Sekil 5.14°de belirlitmistir. Calisgmamizda denemeye alman her iki sus i¢inde saptanan
yiikksek tutunma Ozellikleri, bu suslarin in vivo sistemlerde probiyotik olarak kullanimina

uygunluklarma isaret etmektedir.
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Sekil.4.12. E. coli LMG3083 (ETEC), S. Typhimurium SL1344, Lactobacillus brevis OZV

ve Pediococcus acidilactici OZV suslarinin Caco-2 hiicrelerinin tutunma yiizdeleri
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WD mag Hv spot| det | HFW
8.5mm|13000x|2.00kV| 2.5 |[ETD|23.0 ym

Sekil.4.13. Pediococcus acidilactici OZV susunun Caco-2 hiicrelerine tutunma goriintiileri

(a) floresan mikroskop ve (b) SEM
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b

WD mag HV |spot| det | HFW
99mm|10000x  2.00kV| 2.5 |[ETD|29.8 ym|3:13:2

Sekil. 4.14. Lactobacillus brevis OZV susunun Caco-2 hiicrelerine tutunma goriintiileri (a)

floresan mikroskop ve (b) SEM
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4.4.5. Patojen Bakterilerin Caco-2 Hiicrelerine Tutunmalarinin Engellenmesi

E. coli LMG3083 (ETEC) susunun Caco-2 hiicrelerinin tutunma yeteneginin engellenmesi
calismasinda P. acidilactici OZV ve L. brevis OZV suslari, E. coli LMG3083 (ETEC)
susunun Caco-2 hiicrelerinetutunmasint sirasiyla % 87,31 (£1,62), % 82,21 (£3,69)
oraninda engelledigi saptanmistir. Ayni denemenin S. Typhimurium SL1344 ile
yapildiginda ise, bu patojenin Caco-2 hiicrelerine tutunma yeteneginin P. acidilactici OZV
susu % 83,04 (£3,46), L. brevis OZV % 78,94 (+1,62) oraninda engellendigi
gozlemlenmistir. Ayrica istatistiksel analizlere gére her 2 susunda tutunma yeteneginin

engellenmesi bakimindan bir farklilik saptanmamistir (p<0,001).
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5. TARTISMA VE SONUC

Arastirmalar sonucu vajinada bulunan birincil laktik asit kaynagmin vajinada bulunan
bakteriler oldugu diisiinilmektedir (Boskey vd 1999, 2001). Laktik asit bakterilerinin
yapilan ¢esitli caligmalar sonucu insan vucudunun bir ¢ok yerindeki gastrointestinal
sistemde ve kadin lirogenital sistemlerinde yararh etkileri gosterilmistir (Hammes 1995).
Klebanoff vd (1991) kadinlarda bakteri kaynakli vajina enfeksiyonlarinda laktobasillerin
oral veya vajinal kullanilmasiyla, enfeksiyonun azaldigina dair kanitlar ileri siirmiislerdir.
Gilintimiizde kadm iirogenital sistem enfeksiyonlarmin koruyucu ve tedavi amagh olarak
endiistrayal bakimdan maliyeti ve iiretim kolayligi bakimdan insan kaynakli laktik asit

bakterilerinin probiyotik amagli kullanimu ile ilgili caligmalara agirlik verilmektedir.

Vajenden izole edilen ve hem API-50CHL kit kullanim1 hem de 16S rDNA dizi analiz
sonuglarina gore Pediococcus acidilactici ve Lactobacillus brevis olarak tanimlanan suslar
P. acidilactici OZV ve L. brevis OZV olarak adlandirilmis ve diistik pH, pepsin, pankreatin
ve safra tuzlarma kars1 direng gibi bazi probiyotik 6zellikleri, hemolitik aktivitesi ve
antibiyotik duyarlilik seviyeleri belirlenmistir. Ayrica susun Caco-2 hiicrelerine tutunma

testi lizerine baz1 denemeler gergeklestirilmistir.

Laktik asit bakterilerinin asit ve safra tuzlarina diren¢ Ozellikleri, probiyotiklerin mide
asitliginden gecebilmesi ve bagirsak sistemine ulastiginda ise safra tuzlarma kars1 direngli
olmalar1 istendiginden probiyotik se¢iminde dnemli bir kriterdir. Saglikli insan vajen pH’ a
degeri 3,5- 4,6 arasinda degiskenlik gostermektedir (Andersch vd 1986, Tevi-Benissan vd
1997). Calismamiz da her iki susun pH diren¢li oldugu, P. acidilactici OZV susunun pH
3,0 de 3. saatin sonunda % 70,62 oranminda canlilik sergilerken, L. brevis OZV susunun
pH 3’ de 3. saatin sonunda canlilik oranminin % 71,80 oldugu saptanmistir. Ayni sekilde her
iki susun safra tuzlarina karsida direncli olduklar: saptanmistir. P. acidilactici OZV susu
4. saatinde % 0,3’ liik konsantrasyonunda % 85,08 oraninda canlilik tesbit edilirken, %
0,5 ve % 1’ lik konsantrasyonlarda ise ¢ok az bir oranda diisiis tesbit edilirken, L. brevis
OZV susunda ise; safra tuzu direngliliginin 4. saatinde % 0,3’ liik konsantrasyonunda %
95,98 oraminda canlilik tesbit edilirken, % 0,5 ve % 1’ lik konsantrasyonlarda ise ayni
sekilde cok az bir oranda diisiis tesbit edilmistir. P. acidilactici OZV ve L. brevis OZV
suslarimin pepsin pH 2.0’ de 1. saatin sonunda herhangi bir canlilik tesbit edilmezken,

pepsin pH 3.0’ de 3. saatin sonunda swrasiyla % 56,05 , % 53,52 oraninda benzer oranda
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canlilik gostermektedirler. Bu sonuglar daha onceden yapilmis ¢alismalara benzerlik
gostermektedir (Conway vd 1987, Dunne vd 2001, Jacobsen vd 1999, Uymaz vd 2009,
Osmanagaoglu vd 2010). Boskey (1999) 8 vajinal Lactobasillus suslarinin gelistikleri
besiyerini asidik bir hale soktugunu (pH 3.2-4.8), boylece Laktobasillerin asidik bir ortam
saglayarak diger mikroorganizmalarin gelisimlerini engelleyebilecegini savunmustur.
Intestinal sistemdeki safra tuzunun fizyolojik konsantrasyonu % 0.3-0.5 arasinda
degismektedir (Begley vd 2005). Erkkild (2000), et starter kiiltiirlerinin probiyotik
ozelliklerini arastirdiklar1 ¢alismada, L. curvatus (RM10) ve P. acidilactici (P2) suslarinin
pH 3,0 ve %0,3 safra tuzu varliginda en direngli suslar oldugunu tespit etmiglerdir. Yapilan
calismalarda, insandaki safra konsantrasyonuna yakin bir deger olmasindan dolay1 safraya
direngli olan suslar1 belirlemek icin 6zellikle % 0,3’ liikk safra konsantrasyonunun kritik bir

deger oldugu bildirilmistir (Erkkild vd 2000).

Kanli agara yapilan ¢izgi ekimler neticesinde kolonilerin etrafinda yesil zon veren E. coli
ATCC 25295 a hemolitik, berrak zon veren S. aureus ATCC 6538 p hemolitik, zon
olusumunun gozlenmedigi P. acidilactici OZN ve L. brevis OZV ise y hemolitik olarak
degerlendirilmistir. Hemolitik aktivitesin sonucunda elde edilen veri, susun probiyotik
kullanimina engel teskil etmemektedir. Maragkoudakis (2006) yilinda yaptiklar1 calismada
L. acidophilus ACA-DC 295, L. paracasei ACA-DC 126, L. rhamnosus ACA-DC 112 ve
Lactobacillus sp. ACA-DC 108 suslarin1 a-hemolitik, L. casei Shirota ACA-DC 6002, L.
casei Imunitass ACA-DC 6003, L. plantarum ACA-DC 146, L. y-hemolitik olarak

saptamiglardir.

Bakteriyosinin biyolojik olarak aktif protein ve cogunlukla plazmid orjinli olduklar1
disiiniilmektedir (Tag vd 1976). P. acidilactici OZV susu bakteriyosin liretirken, L. brevis

OZV susunun bakteriyosin liretmedigi saptnmustir.

Laktik asit bakterileri antibiyotik tedavisinden sonra meydana gelen mikrofloranin
degisimesinden sonra olusan yeni floranin tekrar eski haline getirilmesinde gorev alirlar.
Bayanlarm % 25’ 1 hayatlar1 boyunca iirogenital bir enfeksiyon gecirirmekte ve bunlarin %
80° ninde tekrarlama s6z konusudur (Kass 1962, Kunin 1987). Suslarin antibiyotiklere
direnglilikleri suslarin yonetimindeki normal floranin bakteriyal oranini koruyabilmekte

veya antibiyotik tedavi sonrast hizli bir sekilde yeniden floranin diizenlenmesini
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saglamaktadir (Testore vd 2002). Osmanagaoglu (2010) yaptiklar1 ¢alismada anne
siitiinden 1zole edilen Ped. pentosaceus OZF susunun methisilin, vankomisin, kanamisin,
sulfamethoxazole ve aztreonam antibiyotiklerine karsi direngli, Ampicillin, Penicillin,
Cephazolin, Amoxycillin, Piperacillin, Tetracyclin, Streptomycin,  Gentamycin,
Chloramphenicol Erythromycin, Novobiocin, Rifampicin, Ofloxacin, Sulphamethoxazole,
Aztreonam antibiyotiklerine karst duyarli oldugunu gostermiglerdir. Antibiyotik
duyarhliklariyla 1ilgili yapilan diger calismalarda da Lb. casei, Lb. rhamnosus,
Lb.plantarum, pediococci ve Leuconostoc spp. suslarmin vankomisin’ e karsi direncli
oldugu belirtilmistir (Swenson 1990). Temmerman (2003) potansiyel probiyotik 6zellige
sahip 55 adet Lactobacillus spp.’ lerin (protein sentezini inhibitorii) tetrasiklin (%29),
kloramfenikol (%12), eritromisin (%21) antibiyotiklerine diisiik oranda diren¢li iken, hiicre
duvar1 inhibitérii olan vankomisine (%65) yliksek oranda direngli oldugunu tespit
etmislerdir. Antibiyotik duyarlilik ¢alismalarinda, Lb. rhamnosus HNOO1 ve HNO67, Lb.
acidophilus HNO17, penisilin ve amfisiline duyarl suslar olarak tespit edilmistir (Zhou vd
2005). Bizim ¢alismamizda benzer sonucglar bulunmugstur, her iki susunda penisiline
duyarlt oldugu, clindamysin antibiyotige kars: P. acidilactici OZV susunun direngli iken L.

brevis OZV susunun ise duyarlt oldugu goriilmiistiir.

Probiyotik mikroorganizmalarin en 6nemli 6zelliklerinden biri de, ortamda bulunan gida
kaynakli patojenlerin ve kontaminant mikroorganizmalarin (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella, Listeria monocytogenes gibi) gelisimini engellemeleri ve
Oliimlerine sebep olmalaridir (Halkman vd 1991). Bu ozelliklerinden dolayr gidalarin
korunmasinda laktik asit bakterilerinin fermantasyonu sonucu ortamda bulunan
karbonhidratlarin miktar1 azalir ve antimikrobiyal aktiviteye sahip organik molekiiller
(laktik, asetik, formik, propiyonik asit) ve antimikrobiyal bilesikler (hidrojen peroksit,
diasetil ve bakteriyosin) olusur (Attaie 1987, Rodriguez vd 2003). Laktik asit bakterileri
tarafindan {iretilen bu metabolitler £. coli gibi gram-negatif bakteriler {lizerinde etkili
olmaktadir (Okereke vd 1999). Reid (1990) farkli Lactobacillus spp. tiirlerinin birgok

patojen iizerinde inhibisyon etkisi gosterdigini belirlemiglerdir.

Laktik asit bakterilerinin kadmlarin genital ve iirogenital sistemlerindeki enfeksiyon yapan
bazi patojen bakterilere (P. aeruginosa ATCC 29212, S. aureus ATCC 2392, S. enteritidis
RSKK 171, E. coli ATCC 11230 ve maya olarak C. albicans AJD 180, C. albicans ATCC

10239) mikroorganizmalar1 {izerine inhibisyon etkilerinin degisik oranda oldugu
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gozlemlenmistir (Hillier vd 1992). Yapilan diger bir calismada vajinadan izole edilen
Lactobacillus suslarinin E. coli, S. enteritidis, S. aures ve Pseudomonas tiirleri lizerine
yapilan inhibisyon caligmalarinin sonucunda Lactobacillus suslarinin hidrojen peroksit
iiretimi sonucunda ortaya ¢iktigimi belirtmiglerdir (Miyamoto vd 1999). Calismamizda, P.
acidilactici  OZV  susu, Salmonella enterica serotype Typhimurium SL 1344,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Esherichia coli ATCC 25295, ve Candida albicans
ATCC 26555 disinda test edilen tiim mikroorganizmalara karsi bakteriyosin aktivitesi
gostermistir. Bununla beraber, L. brevis OZV susunun bakteriyosin iiretmedigi tespit

edilmistir.

Laktobasillerin agrege olarak koloni olusturmasi agiz boslugunda ve tirogenital sistemde
onemli bir rol iistlenmektedir (Reid vd 1990). Agregasyon yetenegi, benzer hiicrelerin
kiimeleserek otoagregasyon olusturmasi, farkli genetik materyalli hiicrelerin koagregasyon
olusturmasina gore belirlenmektedir (Kolenbrander vd 1988). Braun (1999), Okkers vd
(1999), wvajinal enfeksiyonlarin vajinaya Laktobasillerin kolonize edilmesi ile
onlenebildigini belirtmislerdir. Bu mekanizma, laktik asit bakterilerinin besinlere ve
reseptorlere hidrofobik baglanmasindaki yiliksek rekabet giicline ve bazi olgularda ise
bakteriyosin benzeri fungustatik peptitler liretmelerine baglamiglardir. Hiicre agregasyonu
lipotekoik asit, protein ve karbonhidrat icerikli hiicre yiizeyine baglanma amaciyla

olugsmaktadir (Clewell vd 1989, Reniero vd 1991).

Epitele kolonizasyon gosteren probiyotik kriterlerden olan agregasyon ve otoagregasyon
faaliyetlerinin asidik (pH 3-4) ortamda en iyi oldugu, nétr pH’ da sabit kaldig1 ve pH 10 da
ise tamamen yok oldugu bildirilmistir (Boris, 1997). L. casei GR-1 susunun pH 3.3 de 5.6
ya oranla daha iyi otoagrege oldugu tespit edilmistir (Reid vd 1988). Calismamizda P.
acidilactici OZV susunun otoagregasyonu % 79,49 benzer sekilde L. brevis OZV susunun
ise % 78,13 olarak saptanmigtir.

Laktobasillerin otoagregasyon mekanizmasi anlamak tizere yapilan bir ¢alisma sonucunda,
kiiltlir ~ slipernatantindaki proteinlerin  hiicre yiizeyinde bulunan proteinler ve
lipoproteinlerin hiicre agregasyonu igin gorev yaptigi saptanmistir. Bunun yaninda hiicre
kiiltiir stipernatantinin ayn1 zamanda diger laktik asit bakterileri ve Escherichia coli ile

agrege oldugu saptanmistir (Schachtsiek vd 2004).
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Insan vajinasindan izole edilen Lactobacillus ramnosus 160 susunun E. coli, C. albicans
ve G. vaginalis koagrege oldugunu ancak C. glabrata ile koagrege olmadigini
bildirmiglerdir. Vaginal sagligin saglanabilmesi i¢in Laktobasiller koagregasyon ile
patojenlerin etrafinda antimikrobiyal igerigini artirarak sagladig: bildirilmistir (Pascual vd
2008). Yapilan bu caligmalarin yaninda diger bir goriiste gastrointestinal ve iirogenital
sistemdeki mikrobiyal kolonizasyonun otoagregasyon ve koagregasyonu gerekli iken,
intestinal veya vajinal bolgede Lactobacillus’ larin gerekliligi bilinmemekte oldugunu

diistinmekteler (Ocana vd 2002).

Bizim ¢alismamizla benzer sonuglari gosteren P. pentosaceus OZF susunun 2
enteropatojenle koagregasyon orant Salm. Typhimurium SL 1344 ile % 6.26 iken E. coli
LMG 3083 (ETEC) ile % 12.99 saptanmistir (Osmanagaoglu O. vd 2010). Bizim
calismamizda da P. acidilactici OZV susinun Salm. Typhimurium SL 1344 ve E. coli LMG
3083 (ETEC) ile swraswla 5. saatin sonundaki koagregasyonu % 4,35, % 11,82
bulunmustur. L. brevis OZV susunun Salm. Typhimurium SL 1344 ile % 9,52
koagregasyonu ile P. acidilactici susuna gore daha yiiksekken E. coli LMG 3083 (ETEC)
ile % 9,09 koagregasyon ile P. acidilactici OZV susuna gore daha diisiik koagrege
olmustur. Bizim ¢aliymamizin sonucundan farkli olarak Xu vd (2009) yaptiklar: bir
arastirmada da P. acidilactici OZV susunun Salm. Typhimurium ile koagregasyonun %

55.4 olarak rapor etmiglerdir.

Probiyotik ozellikteki bakterilerin bagirsaga ulasmasi halinde, peristaltik hareketler ile
bagirsaktan kayip gitmemesi i¢in bagirsak limenini orten mukus tabakasma ve epitel
hiicrelerine tutunmasi gerekmektedir (Fernandez vd 2003). Bagirsak hiicrelerine
bakterilerin tutunma yetenegi en Onemli probiyotik secim kriteri olarak dikkate
almmaktadir (Bibiloni vd 1999). Bagwsak epiteline veya mukusa tutunma, basarili
kolonizasyon, enteropatojenlere karsi antagonistik aktivite gdosterebilme, immiin sistemin
modiilasyonu ve mide mukoza hasarlarinin iyilestirilmesinin artirilmasi i¢in gerekli olan 6n
kosullardan biridir (Fang vd 2001). Bu nedenle, bagirsak yiizeyine kolonizasyonda ilk
adim olarak, bakterilerin bagirsak hiicrelerine veya mukusa tutunmasi disiiniilmektedir

(Beachey vd 1981, Havenaar vd 1992).
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Tutunma deneyleri iyi karakterize edilmig Caco-2 hiicreleri kullanilarak yapilan in vitro
denemelerle tespit edilmektedir (Maragkoudakis vd 2006). In vitro denemelerde,
probiyotik iirlinlerden izole edilen laktik asit bakterilerinden; Lb. acidophilus BFE704’{in
% 63, Lb. johnsonii BFE654 ve 744’{n sirasiyla % 50 ve % 48 oraninda tutunma
yetenegine sahip oldugu belirlenmistir (Schillinger vd 2005). Caco-2 hiicreleri kullanilarak
yapilan baska bir ¢caligmada ise; siit tiriinlerinden izole edile Lb. plantarum ACA-DC146
icin % 25.5, Lb. paracasei sp. paracasei ACA-DC 221, 3334 ve 3335 suslar1 i¢in sirasiyla
% 13.1, % 13.8 ve % 11.8 tutunma oranlar1 saptanmistir (Maragkoudakis vd 2006).

McLean (2002) vajinal laktobasillerin vajinal epitel hiicrelerine yapigsma yeteneklerini
arastirdiklar1 ¢calismalarinda, vajen epiteline en iyi adezyon gosteren 3 adet Lactobacillus
acidophilus (48101, 61701, ve 61880) susunun insan O kan grubu dondrlerininin vajinal
epitel hiicrelerine, diger kan grubu eritrositine sahip vajinal epitel hiicrelerine kiyasla daha
1yl adezyon gosterdiklerini tespit etmislerdir. Laktobasillerin insan intestinal hiicrelerine
adezyonu ile ilgili calismalar tam anlamiyla acikliga kavusturulmamistir (Conway vd
1988, Reid vd 1990). Yapilan diger bir calisma sonucunda 27 insan Lactobasillus
izolatlarm sonucunda 4 tane L. acidophilus susunun insan fetal intestinal epitel hiicrelerine
tutundugu gosterilmistir (Kleeman vd. 1982). Elo ve arkadaslarinin 1991° de L. casei GG
susunun CaCo-2 hiicrelerine tutundugunu gostermistir. Diger bir ¢alismada L. acidophilus
LB’ nin sicaklik artisinin baglanmaya etkisi olmadigi ve 100°C’ye ¢ikartildiginda
canliligimi kaybettigi, bunun nedeni olarakta D-mannoz, L-fukoz ve D-galaktoz gibi basit
sekerlerin LB susunun etkisi olmadig1r gosterilmistir (Gilles vd 1992). Bizimde
calismamizda CaCo-2 hiicrelerine P. acidilactici OZV susunun tutunma oranmt % 12,29

(£1,42), L. brevis OZN susunun tutunma orant ise % 12,10 (£3,7) olarak saptanmistir.

Sehir yasantisinin gerektirdigi riskler ve yaygin antimikrobiyal kullanimi, giiniimiiz
kadmnlarin1 vajinal enfeksiyonlarla giderek artan oranda karsi karsiya birakmaktadir.
Diinyada yaklasik 1 milyar kadin her yil cinsellik dig1 iirogenital mantar vajinitis,
bakteriyal vajinozis ve iiriner enfeksiyonlarindan sikayet¢i olup, Amerika Birlesik
Devletlerindeki Hastalik Kontrol merkezine gore 1966 ila 1999 yillar1 arasinda non-
trichomonas vajinitten sikayet edenlerin sayisinin ii¢ kat artti§i bildirilmistir (Reid vd
2003). Bu nedenlerden dolay1, vajinal enfeksiyonlarin 6nlenmesinde probiyotik kullanimi
bir kez daha giindeme gelmistir. Probiyotik olarak etkin olarak kullanimmi sinirlayan

faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bazi laktobasiller vajinal duvara kuvvetli bir sekilde
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tutunurken, bazilar1 patojenlerin tutunmasini engeller ve digerleri patojenlerin gelismesini
engeller. Bunun diginda ayni laktobasil tiirleri, farkli patojenleri bloke ederek ya da
gelismelerini inhibe ederek farkli etkiler gosterebilir. Bu, insanlarda laktobasillerin
probiyotik olarak kullanilmadan Once, tiirlerin karakterize edilmesinin Onemini
gostermektedir. Laktobasillerin probiyotik olarak rollerinin tanimlanmasi i¢in daha genis
calismalara gerek duyulmaktadir. Probiyotik etkinlik agisindan en iyi susun tespit
edilmesinde objektif ve universal kriterlerin ¢alisilmamis olmasi, vajinit proflaksisi i¢in
onerilen Lactobacillus igeren preparatlarin etkinligini ve glivenilirligini sorgulama geregini

ortaya koymaktadir.

Gilintimiizde kadn iirogenital sistem enfeksiyonlarinda koruyucu ve tedavi amacli olarak
antimikrobiyal 1ilaglar kullanilmaktadir. Son yillarda, kadin {rogenital sistem
enfeksiyonlarinda, koruyucu ve tedavi amacli olarak, insan kaynakl laktik asit
bakterilerinin probiyotik amacgli kullanimi ile ilgili ¢aligmalara agirlik verilmektedir

(Charteris vd 1997).

Yapilan arastrmalar probiyotiklerin uygulamali olarak kullanimini tasarlamaktadir.
Diinyada, L. acidophilus, L. crispatus, L. fermentum, L. rhamnosus cinsi bakterileri iceren
ilaglar, vajina i¢ine uygulanarak kullanilmaktadir. Bu nedenlerden dolay1 vajina igerisine
uygulanan bu ilaglarin ne kadar faydali olabilecekleri daha fazla arastirma yapilarak
aydmlatilmalidir. Bu c¢alismada probiyotik 6zellikleri bakimindan iki susun, probiyotik
amacli kullanimi ile endiistriyel iiretim siireclerine uygunlugunun belirleyerek, probiyotik
amaca yoOnelik vajinal tabletler hazirlanmasinda ve bu tabletlerin vajinal flora

enfeksiyonlarindan korunmak ve tedavisi i¢in kullanimini 6nermekteyiz.
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BESIYERLERININ KIMYASAL BiLESENLERI

EK 1

MRS (deMan Rogosa Sharpe)
besiyerinin kimyasal bileseni

BILESEN MIKTA
R (g/L)

Kazein pepton 10g

Et ekstrakti 8¢g
Maya ekstrakti 4g
Glukoz 20g
Dipotasyum hidrojenfosfat 2g
MgS0,4H,0 0,5g
MnSO44H,0 0,2¢g
Tween 80 Iml
Triamonyum sitrat 2g
Sodyum asetat 5¢g

Ph 5,7£0,02 ( sterilizasyon 6nce

Tripton Glukoz Yeast Ekstrakt (TGE )
besiyerinin kimyasal bileseni

BILESEN MIKTAR (g/L)
Tripton 10g

Glukoz 10g

Maya ekstrakti 10g

Tween 80 1g

MgSO0, 7H,0 0,05g
MnSO,44H,0 0,05g

pH: 6,810,2

(sterilizasyon

once)

GM17 besiyerinin kimyasal bileseni

Luria Bertani (LB) besiyerinin

kimyasal bileseni

BILESEN MIKTAR
(g/L)
Tripton 10g
Maya Ekstrakti 5¢g
NaCl 10g
pH 7,0 £ 0,02 ( sterilizasyon on
Triptik Soy Agar (TSB)

besiyerinin kimyasal bileseni

(sterilizasyon dnce)

BILESEN MIKTAR(g/L)
Kazein pepton 17¢g

Soya pepton 3g

Glukoz 25¢g

NaCl 5¢g

K,HPO, 25¢g

pH 6,8 £0,2

BILESEN MIKTAR (g/L)
Polipepton S5g

Fitopepton S5g

Maya ekstrakti 2g

Et ekstrati 5¢g
MgSO47H,O(1M) 1 ml

Glukoz 5¢g

Askorbik asit 0,5¢

pH: 6,8 £ 0,2

(sterilizasyondnce)
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EK 2

Tampon ve Cozeltiler

Phosphate Buffered Saline (PBS) tamponu

NaCl 8,00g/L
K2HPO4 1,21g/L
KH2 PO4 0,34g/L

Gram Boyama c¢alismasinda kullanilan ¢6zeltilerin igerikleri

Kristal Violet stok cozeltisi

Kristal Violet lgr
Etanol %95
dH,O 100 ml’ye tamamlanir

Bazik Fuksin stok ¢ozeltisi

Bazik fuksin 3gr
Etanol %95
dH,O 100 ml’ye tamamlanir

Iyot cozeltisi

Iyot lgr
Potasyum Iyodiir 2gr
Sodyum karbonat 60ml
dH,O 140ml
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Agaroz Jel Elektroforezinde kullanilan tamponlar ve cozeltiler

Tris-Borik asit tampon(1X) pH.8.3

Tris 10.8gr
Borik Asit 5.5gr
EDTA 0.94gr
Distile su 1000ml
Yiikleme Boyasi

Brom fenol blue 0,25gr
Sakkaroz 40gr
Distile su 100ml

Karigim 100ml de ¢oziilerek 0,22um
capindaki  Sartorius  (Germany)

membran filtreden gecirilmistir.

Etidyum Bromit Cozeltisi

Etidyum Bromit 1gr

Distile su 100ml

Karigim 100ml de ¢oziilerek 0,22um
capindaki  Sartorius  (Germany)

membrane filtreden gecgirilmistir.

%0,7’ lik agaroz jel

Agaroz 0,7 gr
IX TBE 100ml
EtBr 4ul
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EK3
DNA ANALIZINDE KULLANILAN

MOLEKULER MARKORLER

DNA Ladder, Supercoiled
11 Supercoiled fragments, 2-16 kb

Product Mumber D5292
Storage Temperature —20 =C

Product Description

The Supercoiled DNA Ladder contains 11 supercoiled
fragments {2,067—16,210 bp) and is suitable for use as
an electrophoresis marker for supercoiled DMNA.

Plasmid Sizes
base pairs (bp)

.._
=5
=3Pl

12,138
10,102

8,066
7,045
6,030

5,012

3,990

2,972

2,067

GeneRuler TM 100bp DNA Ladder Plus (FERMENTAS)
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EK 4
KROMOZOMAL (GENOMIK) DNA iZOLASYONUNDA KULLANILAN

PROMEGA WIZARD GENOMIK DNA iSOLASYON KiTi PROSPEKTUSU

o

Promega

LG, Isolating Genomic DNA from Gram Positive and Gram Negative Bacteria

Materials to Be Supplied by the User
= 1.53mnl mdcrocentrifuge tubes
- water bath, 80°C
. wtter bath, 370
- isopropand, room lemperature
Ti% ethanol, room I:l:n'l?q'r.,rlurn
. water bath, 65°C (optional; for rapid DMNA rehydeation)
- SmM EDTA (pH 8.40) (for gram positive bacteria)
. Lieng /ol Iysoeyme {Sigma Cat.# L7631) (for gram positive bacteria)
. 10hmgg/ ml lysostaphin (Sigma Cat# L7386) (for gram positive bacteria)

1. Add Iml of an dvernight culture te a 1.5ml microcentrifuge tube,

2. Centrifuge at 13,000-16,000 = g for 2 mimutes to pellet the oells, Remowve the
supernatant. For Gram Fositive Bacteria, procesd to Step 3. For Gram
Megative Bacteria go directly to Step 6.

3. Resuspend the cells thoroughly in 480ul of S0mbd EDTA.

4. Add the appropriate lytic enzyme(s) to the resuspended cell pellet in a total
volume of 120ul {see nate in the marging, and gently pipet to mix, The
purpose af this pretreatment is to weaben the cell wall so that efficient cell
Ivsis can take place.

Mote: For cortain Staphylecoccus species, a mixture of 60u] of 10myg ool
Iysoeyme and &l of 10mg,/ ml lvsostaphin 13 required for efficient lysis,
However, many Gram Positive Bacterial Strains (e.g, Bacillus subbilis,
Micrpcoccis luteus, Mocardin offtidiscamianon, Rhodecoccus ripdochirous, and
Ercvibacterium albidiuer) lyse efficiently using [vsoxyme alone.

(5]

Incubate the sample at 3750 for 30-60 minutes. Centrifuge for 2 minutes at
13,000-16,000 = g and remowve the supernatant.

& Add 600ul of Muclei Lysis Solution. Gently pipet until the cells ane
resuspended.

|

Incubate at 0°C for 5 minutes to lyse the cells; then cool to room
temperature,

& Add 3ul of RNase Solution to the cell lvsate. Invert the tube 2-3 Gmes to mix,
9, Incubate at 37°C for 15360 minutes, CTool the sample to room tepnperature,

10, Add 200p] of Protein Precipitation Solution to the ENase-treated cell lysate
Waortes vigorously at high speed for 20 seconds to mix the Protein
Precipitation Solutton with the cell Ivsate.

11. Incusbate the sample on e for 5 minutes,

12, Centrifuge at 13,000-16,000 = g for 3 minutes.
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13. Transfor the supernatant contining the DNA toa clean 1.5mi
microcenirifuge tube containing 60001 of room lempeesturne isppropanal,

Note: Some supernatant may remain in the original tube containing the
protein pellet. Leave this residual liquid in the tube to aveid contaminating
the DA soluton with the precipitated protein,

14. Gently mix by inversion until the theead-like strands of DA form a visible

MaEs
15 Centrifuge at 13,000-16,000 = ¢ for 2 minutes,

16, Carefully pour off the supernatant and drain the tube on clean absorbent
paper. Add 600ul of room temperature 70% cthanol and gently tovert the
tubc several ttmes ta wash the DNA pellet.

17. Centrifuge at 13,000=16,000 = ¢ for 2 minutes, Carefully aspirate the
ethanol.

158. Drain the tube on clean absorbent paper and allow the pellet to aie-dry for
T=15 mazrmutos.

19, Add 100pl of DNA Rehvdratien Solution te the tube and rebydrate the
DNA by incubating at 65°C for 1 hour. Petiodically mix the selution by
genthy tapping the tube, Alternatively, rehydrate the DA by incubating
the solution overnight at room temperature or at 4°C.

20, Store the DM A at 2-8°C,
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EK 5
16S Dizi analiz ve BLAST sonucu

Pediococcus acidilactici susununl6S rDNA Analizi Sonucu

ACGTGCTTGCACTGAATGAGATTTTAACACGAAGTGAGTGGCGGACGGGTGAG
TAACACGTGGGCAACCTGCCCAGAAGCAGGGGATAACACCTGGAAACAGATG
CTAATACCGTATAACAGAGAAAACCGCCTGGTTTTCTTTTAAAAGATGGCTCT
GCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGG
CTCACCAAGGCGATGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGG
GACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCA
CAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCG
GCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACGTGGGTGAGAGTAACTGTTCACC
CAGTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGC
AGGCGGTCTTTTTTAAGGTCTAAATGTGAAA
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Lactobacillus brevis susununl6S rDNA Analizi Sonucu

GTGCTTGCACTGATTTCAACAATGAAGCGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACG
TGGGAAATCTGCCCAGAAGCAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATAC
CGTATAACAACAAAATCCGCATGGATTTAGTTTGAAAGGTGGCTTCGGCTATC
ACTTCTGGATGATCCCGCGGCGTATTAGTTAGTTGGTGAGGTAAAGGCCCACC
AAGACGATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTG
AGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATG
GACGAAAGTCTGATGGAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTGCGGCTC
GTAAAACTCTGTAGTTAAAGAAGAACACCTTTGAGAGTAACTGTTCAAGGGTT
GACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGTATGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTTGGGCGTAAAGCGAGCGCAG
GCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATC
GGAAACTGGGAGAC
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Accession

G0222409.1

G0222394.1

G0Q222393.1

G0222392.1

FJ457014.1

EF059987.1

EF059986.1

HMO076835.1

HMO076781.1

HM?289340.1

HM101329.1

GU904688.1

GU904684.1

FJ751795.1

FJ751789.1

G0Q421480.1

Sequences producing significant alignments:

Description

Bacterium FUA 3138 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence

Pediococcus sp. FUA 3226 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence

Pediococcus sp. FUA 3137 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence

Pediococcus sp. FUA 3140 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence

Pediococcus acidilactici strain LAB 001 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Pediococcus acidilactici strain ULS 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Pediococcus acidilactici strain UVA1 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Uncultured Lactobacillaceae bacterium clone
VA17 94 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

Uncultured Lactobacillaceae bacterium clone
VA17 29 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

Uncultured bacterium clone ncd754e08cl
16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus plantarum strain LBRH025
16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Pediococcus acidilactici strain L169 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Pediococcus acidilactici strain 1L94 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Pediococcus acidilactici strain DSPV 358T
16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Pediococcus acidilactici strain DSPV 348T
16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Pediococcus acidilactici strain GL20 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
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Max Total Query E Max

score score coverage value ident
1005 1005 100% 0.0 99%
1005 1005 100% 0.0 99%
1005 1005 100% 0.0 99%
1005 1005 100% 0.0 99%
1005 1005 100% 0.0 99%
1005 1005 100% 0.0 99%
1005 1005 100% 0.0 99%
1000 1000 100% 0.0 99%
1000 1000 100% 0.0 99%
1000 1000 100% 0.0 99%
1000 1000 100% 0.0 99%
1000 1000 100% 0.0 99%
1000 1000 100% 0.0 99%
1000 1000 100% 0.0 99%
1000 1000 100% 0.0 99%
1000 1000 100% 0.0 99%



Sequences producing significant alignments:

Max Total Query E Max
score score coverage value ident

Accession Description

0 Pediococcus acidilactici strain GL16 16S o o
GQ421479.1 ribosomal RNA gene, partial sequence 1000 1000 100% 0.0 99%

(e}

Pediococcus acidilactici strain GL22 16S

S 2 0 0
GQ421474.1 ribosomal RNA gene, partial sequence 1000 1000 100% 0.0 99%
Pediococcus acidilactici strain GL17 16S o o
GQ421473.1 ribosomal RNA gene, partial sequence 1000 1000 100% 0.0 99%
F1917739.1 Pediqcoccus acidilactici strain .IMAU601 89 1000 1000 100% 0.0 999%
——————— 16Sribosomal RNA gene, partial sequence —
F1915729 1 Pediqcoccus acidilactici strain .IMAU10073 1000 1000 100% 0.0 99%
————— 16Sribosomal RNA gene, partial sequence —
FIR44984. 1 Pediqcoccus acidilactici strain .IMAU20075 1000 1000 100% 0.0 99%
———— 16Sribosomal RNA gene, partial sequence —
FIR44982 1 Pediqcoccus acidilactici strain .IMAU2007O 1000 1000 100% 00 99%
————— 16Sribosomal RNA gene, partial sequence —
FIR44981 1 Pediqcoccus acidilactici strain .IMAU20068 1000 1000 100% 00 99%
———— 16Sribosomal RNA gene, partial sequence —
F1844959 1 Pediqcoccus pentosaceus strail} IMAU20032 1000 1000 100% 0.0 99%
—————— 16Sribosomal RNA gene, partial sequence —
Pediococcus acidilactici strain DSPV 006T o o
FJ787307.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1000 1000 100% 0.0 99%
Pediococcus acidilactici strain
FJ538593.1 20SYCUOIMX 16S ribosomal RNA gene, 1000 1000 100% 0.0 99%
partial sequence
Pediococcus acidilactici strain
FJ538592.1 5S2YCUOIMX 16S ribosomal RNA gene, 1000 1000 100% 0.0 99%
partial sequence
FI1538591 1 Pediqcoccus acidilactici strain .SSYCUOlMX 1000 1000 100% 0.0 999%
———— 16Sribosomal RNA gene, partial sequence —
FI1538588.1 Pediqcoccus acidilactici strain .YFPB3BMX 1000 1000 100% 0.0 999%
————— 16Sribosomal RNA gene, partial sequence —
Pediococcus acidilactici strain CSI34MX o o
FI538583.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1000 1000 100% 0.0 99%
Pediococcus acidilactici strain CSI32MX o o
FI538581.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1000 1000 100% 0.0 99%
FJ538580.1 1000 1000 100% 0.0 99%

Pediococcus acidilactici strain CSI3 1MX
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Sequences producing significant alignments:

Max Total Query E Max
score score coverage value ident

Accession Description

16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Pediococcus acidilactici strain CSI30MX

FI538579.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

—
S
S
S

1000 100% 0.0 99%

Pediococcus acidilactici strain CSI29MX

FI538578.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

—
S
S
S

1000 100% 0.0 99%

Pediococcus acidilactici strain CSI27MX o o
FJ538576.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1000 1000 100% 0.0 9%

Pediococcus acidilactici strain
FJ538571.1 YTX20B2MX 168 ribosomal RNA gene, 1000 1000 100% 0.0 99%
partial sequence

FI1538569.1 Pediqcoccus acidilactici strain .YTXl 6BMX 1000 1000 100% 0.0 999%
——————= 16Sribosomal RNA gene, partial sequence —

FI538555.1 Pediqcoccus acidilactici strain .YXT41BMX 1000 1000 100% 0.0 999%
—————= 16Sribosomal RNA gene, partial sequence —

Pediococcus acidilactici strain
FJ538511.1 14DCCHOIMX 16S ribosomal RNA gene, 1000 1000 100% 0.0 99%
partial sequence

Pediococcus acidilactici strain
FJ538507.1 8D2CCHOIMX 16S ribosomal RNA gene, 1000 1000 100% 0.0 99%
partial sequence

Pediococcus acidilactici strain
FJ538506.1 8DCCHOIMX 16S ribosomal RNA gene, 1000 1000 100% 0.0 99%
partial sequence

FI1538503.1 Pediqcoccus acidilactici strain .CLMlOMX 1000 1000 100% 0.0 999%
—————— 16Sribosomal RNA gene, partial sequence —

Pediococcus acidilactici strain CLM6MX o o
FJ338501.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1000 1000 100% 0.0 9%

Pediococcus acidilactici strain CLM2MX o 0
FJ538498.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1000 1000 100% 0.0 9%

Pediococcus acidilactici strain CLM1MX o 0
FJ338497.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1000 1000 100% 0.0 9%

FI1538496.1 Pediqcoccus acidilactici strain .6SSYCU2MX 1000 1000 100% 0.0 999%
————— 16Sribosomal RNA gene, partial sequence —

EU689057.1 [Tetragenococcus halophilus] JICM 2014 1000 1000 100% 0.0 99%,
strain JCM 2014 16S ribosomal RNA gene,
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Sequences producing significant alignments:

Max Total Query E Max
score score coverage value ident

Accession Description

partial sequence

Pediococcus acidilactici strain NS96 16S

0, 0,
EU180608.1 ribosomal RNA gene, partial sequence 1000 1000 100% 0.0 99%
Pediococcus acidilactici strain BFE 8262 o o
EU147316.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1000 1000 100% 0.0 99%
Pediococcus acidilactici strain BFE 8260 o o
EUI47315.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1000 1000 100% 0.0 99%
Pediococcus acidilactici strain BFE 8390 o o
EUI47314.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1000 1000 100% 0.0 99%
Pediococcus acidilactici strain BFE 8230 o o
EUI47313.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1000 1000 100% 0.0 99%
Pediococcus acidilactici strain BFE 8384 o o
EUI47312.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1000 1000 100% 0.0 99%
Pediococcus acidilactici strain BFE 8387 o o
EUI47311.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1000 1000 100% 0.0 99%
Pediococcus acidilactici strain BFE 8246 o o
EU147310.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1000 1000 100% 0.0 99%
Pediococcus acidilactici strain BFE 8245 o o
EU147309.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1000 1000 100% 0.0 99%
Uncultured Bacilli bacterium clone
EF700094.1 MS144A1 B10 16S ribosomal RNA gene, 1000 1000 100% 0.0 99%
partial sequence
AB272369.1 Pediococcus sp. MFCI gene for I6STRNA, 1005 1000 100% 0.0 99%
partial sequence, strain: MFC1
AB219053.1 Pediococcys sp. L04 gene for 16S ribosomal 1000 1000 100% 00 99%
—— RNA, partial sequence I
Pediococcus acidilactici strain Ugal46-3 o o
D0Q294960.1 16S rRNA gene, complete sequence 1000 1000 100% 0.0 99%
0 Pediococcus acidilactici strain L200 16S o o
DQ523486.1 ribosomal RNA gene, partial sequence 298 998 99% 0.0 99%
GU369791 1 Rediococcus acidilactici st.raln JS-9-5 16S 996 996 999% 00 99%
——— ribosomal RNA gene, partial sequence
GU369790.1 996 996 99% 0.0 99%

Pediococcus acidilactici strain JS-9-4 16S
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Sequences producing significant alignments:

Max Total Query E Max
score score coverage value ident

Accession Description

ribosomal RNA gene, partial sequence

Pediococcus acidilactici strain JS-9-3 16S

0 0
GU369789.1 ribosomal RNA gene, partial sequence 296 996 99% 0.0 99%
GU369788.1 Rediococcus acidilactici st.raln JS-9-1 16S 996 996 999% 0.0 999%
—— ribosomal RNA gene, partial sequence
F1360445.1 Pediqcoccus acidilactici strain .YFPB7BMX 996 996 999% 0.0 999%
————— 16Sribosomal RNA gene, partial sequence
Pediococcus acidilactici strain YFPBSBMX o 0
FJ538589.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 296 996 99% 0.0 99%
Pediococcus acidilactici strain CSI33MX o o
FJ538582.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 296 996 9% 0.0 9%
Pediococcus acidilactici strain CSI28MX o o
FJ538577.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 296 996 9% 0.0 9%
Pediococcus acidilactici strain CLMIMX o o
FJ538502.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 296 996 99% 0.0 99%
Pediococcus acidilactici strain CLM4MX o o
FJ538500.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 296 996 99% 0.0 99%
Pediococcus acidilactici strain CLM3MX o o
FJ538499.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 296 996 99% 0.0 99%
Uncultured Lactobacillaceae bacterium clone
HMO076834.1 VA17 93 16S ribosomal RNA gene, partial 994 994 100% 0.0 98%
sequence
Uncultured Lactobacillaceae bacterium clone
HMO076823.1 VA17 80 16S ribosomal RNA gene, partial 994 994 100% 0.0 98%
sequence
Uncultured Lactobacillaceae bacterium clone
HMO076796.1 VA17 44 16S ribosomal RNA gene, partial 994 994 100% 0.0 98%
sequence
Uncultured Lactobacillaceae bacterium clone
HMO076785.1 VA17 33 16S ribosomal RNA gene, partial 994 994 100% 0.0 98%
sequence
Uncultured Lactobacillaceae bacterium clone
HMO076761.1 VA17 04 16S ribosomal RNA gene, partial 994 994 100% 0.0 98%

sequence

85



Sequences producing significant alignments:

Max Total Query E Max
score score coverage value ident

Accession Description

GU369793.1 Redzococcus acidilactici st.raln YM-1-2 16S 994 994 100% 0.0 98%
—— ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus plantarum strain B-2-16 16S

S 2 0, L)
GQ183924.1 ribosomal RNA gene, partial sequence 294 994 100% 0.0 98%
Lactobacillus plantarum strain B-2-7 16S o o
GQIBIINL.I ribosomal RNA gene, partial sequence 994 994 100% 0.0 8%
F1390107.1 Rediococcus acidilactici st.rain DFRI 16S 994 994 100% 0.0 98%
—————— ribosomal RNA gene, partial sequence -
AF515229 1 Rediococcus acidilactici strain RO17 16S 994 994 100% 0.0 98%
———=="= ribosomal RNA gene, complete sequence
Pediococcus acidilactici strain IMAU10082 o o
EJ915738.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 292 992 100% 0.0 98%
Pediococcus acidilactici strain KLB67-1 16S o o
DQ294958.1 rRNA gene, complete sequence 992 992 100% 0.0 98%
EU263132.1 Rediococcus acidilactici st.raln CFR2193 16S 990 990 999% 0.0 98%
=== ribosomal RNA gene, partial sequence
Uncultured Lactobacillaceae bacterium clone
HMO076816.1 VA17 71 16S ribosomal RNA gene, partial 989 989 100% 0.0 98%
sequence
Uncultured Lactobacillaceae bacterium clone
HMO076788.1 VA17 36 16S ribosomal RNA gene, partial 989 989 100% 0.0 98%
sequence
Uncultured Lactobacillaceae bacterium clone
HMO076766.1 VA17 09 16S ribosomal RNA gene, partial 989 989 100% 0.0 98%
sequence
AB362985.1 Pediococcus lolii gene for 16S ribosomal 989 989 100% 0.0 98%
———— RNA, complete sequence
AJ305322.1 Pediococcus acidilactici 16S rRNA gene, 989 989 100% 0.0 98%

strain B1104

Uncultured Lactobacillaceae bacterium clone

HMO076772.1 VA17 17 16S ribosomal RNA gene, partial 987 987 99% 0.0 98%
sequence
Pediococcus acidilactici strain IMAU20090 o o
E)915623.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 287 987 100% 0.0 98%
AB018213.1 Pediococcus acidilactici gene for 16S rRNA, 987 987 100% 0.0 98%

partial sequence, strainLA 3
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Sequences producing significant alignments:

Max Total Query E Max
score score coverage value ident

Accession Description

Pediococcus acidilactici strain YFPBIBMX

0, 0,
FJ538590.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 285 083 99% 0.0 8%
Pediococcus acidilactici gene for 16S rRNA, o o
ABIS6311.1 partial sequence, strain:DST 0701 285 985 9% 0.0 8%
Uncultured Lactobacillaceae bacterium clone
HMO076822.1 VA17_79 16S ribosomal RNA gene, partial 983 983 100% 0.0 98%
sequence
Uncultured Lactobacillaceae bacterium clone
HMO076813.1 VA17 68 16S ribosomal RNA gene, partial 983 983 100% 0.0 98%
sequence
Uncultured Lactobacillaceae bacterium clone
HMO076811.1 VA17 66 16S ribosomal RNA gene, partial 983 983 100% 0.0 98%
sequence
AY587802.1 Bacterium Te2R 16S ribosomal RNA gene, 79 979 999% 0.0 98%

partial sequence S

HM067022.1 L.actobacillus brevis straln.KLD81.04lO 16S 1064 1064 100% 0.0 999%
—— ribosomal RNA gene, partial sequence —

HM067021 1 L.actobacillus brevis straln.KLD81.0409 16S 1064 1064 100% 0.0 999%
— ribosomal RNA gene, partial sequence —

Lactobacillus brevis culture-collection
HM058973.1 IMAU:80808 16S ribosomal RNA gene, 1064 1064 100% 0.0 99%
partial sequence

Lactobacillus brevis culture-collection
HMO058761.1 IMAU:80567 16S ribosomal RNA gene, 1064 1064 100% 0.0 99%
partial sequence

Lactobacillus brevis culture-collection
HM058758.1 IMAU:80562 16S ribosomal RNA gene, 1064 1064 100% 0.0 99%
partial sequence

HMO58400. 1 Lactobacﬂlus brevis straln.MGC8-4 16S 1064 1064 100% 0.0 999%
— ribosomal RNA gene, partial sequence —

HM058398. 1 Lactobacﬂlus brevis straln.MGCS-l 16S 1064 1064 100% 0.0 999%
—— ribosomal RNA gene, partial sequence —

HMO058385. 1 Lactobacﬂlus brevis straln.MGCS-l 16S 1064 1064 100% 0.0 999%
— ribosomal RNA gene, partial sequence —

HM130535.1 Lactobacﬂlus brevis straln.Lbr-42 16S 1064 1064 100% 0.0 999%
—— ribosomal RNA gene, partial sequence —
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FN667120.1

GU369768.1

GU369767.1

GU295951.1

GU132846.1

GU132845.1

GU125543.1

GU125505.1

GU125484.1

GU125482.1

GU125423.1

G0Q289390.1

G0Q289388.1

FJ824740.1

FJ532366.1

FJ227317.1

FJ227314.1

FJ227309.1

EU096227.1

Uncultured compost bacterium partial 16S
rRNA gene, clone FS1023

Lactobacillus brevis strain JS-7-3 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain JS-7-2 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain SC19 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain VII 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain P4+ 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain IMAU80121

1064

16S ribosomal RNA gene, partial sequence — —

Lactobacillus brevis strain IMAU80083

16S ribosomal RNA gene, partial sequence — —

Lactobacillus brevis strain IMAU80062

16S ribosomal RNA gene, partial sequence — —

Lactobacillus brevis strain IMAU80060

16S ribosomal RNA gene, partial sequence — —

Lactobacillus brevis strain IMAU80001

16S ribosomal RNA gene, partial sequence — —

Lactobacillus brevis strain YJ11A 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain TJ3 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain JH-1 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain JS1 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain b4 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain bh3 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain bh1 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence
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1064

1064

1064

1064

1064

1064

1064

1064

1064

1064

1064

1064

1064

1064

1064

1064

1064

1064

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

99%



EU194349.1

EU626012.1

EU626011.1

AB362619.1

EU147302.1

EF120367.1

EU019540.1

AB289048.1

AB289046.1

DQ974207.1

AB266535.1

D0Q523492.1

AY929284.1

AY244636.1

HM162416.1

HM854726.1

HM462421.1

HM067020.1

HM104306.1

Lactobacillus brevis strain ATCC 14869
16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain KLDS 1.0727
16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain KLDS 1.0726
16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis gene for 16S rRNA,
partial sequence, strain: NRIC 0138

Lactobacillus brevis strain BFE 8266 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain ATCC 14687
16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain TBRA1 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis gene for 16S rRNA,
partial sequence, strain: JCM 1065

Lactobacillus brevis gene for 16S rRNA,
partial sequence, strain: JCM 1059

Lactobacillus brevis strain BH2 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis gene for 16S
ribosomal RNA, partial sequence, strain:
FERM BP-4693

Lactobacillus brevis strain LA122 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain BFE 6673 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain BJ G23-1 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain
CGMCC 1.2028 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain ABRIINW-P60
16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain ChR-I-str17 16S

ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain KLDS1.0408
16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain 0945 16S
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1059

1059

1059

1059

1059

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%
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FN667286.1

HMO018707.1

HMO018706.1

HMO018704.1

HMO018703.1

HMO018701.1

HMO018699.1

HMO018698.1

HMO018696.1

GU358409.1

GU220024.1

GU138534.1

GU138509.1

GU125595.1

GU125592.1

GU125584.1

GU125562.1

GU125561.1

GU125560.1

ribosomal RNA gene, partial sequence

Uncultured compost bacterium partial 16S
rRNA gene, clone FS1994

Lactobacillus brevis strain C36 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain C23 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain B79 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain B72 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain B63 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain B47 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain B43 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain B19 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain JM1 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain SC2A 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis IMAU:10206 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis IMAU:10181 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain IMAU80175
16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain IMAU80172
16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain IMAU80164
16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain IMAU80140
16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain IMAU80139
16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain IMAU80138
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16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain IMAU80136

GUI25558.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1059 1055 100% 0.0 98%
Guzsss g A o oo s 00 o
Guzsss ) SR AU s oo 00 o
oz g A s oo s 00 o
Guzsso g AU s oo 00 o
Guzsson ) g Ay oo s 00 o
oz g AU s oo s 00 o
Guzsin ) e AUy oo s 00 o
Guzsa S R NS s oo s 00 o
Guzsaz g A s oo s 00 o
Guzsas SR R NAO y oo 00 o
Guzsaa ) S R NAUS y oo s 00 o
Guzsin gl A s oo s 00 o
sty et il p dene OV 1osy sy w00 00 ow
copn el DS o o w00 o
ozssso) el reiosmn VOIS sy sy oo 00 om
Goniony g AT s oo 00 o
Gonion g ATy s 00 o
GQI3OS.L 1, ctobacillus brevis strain IMAU70079 1059 1055 100% 0.0 98%
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16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Lactobacillus brevis strain IMAU70025

GQI31141.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1059 1055 100% 0.0 98%
ooy i beron dene sl oy uso o 00 ow
sy Kool et SIS oo uso o 00 ow
pmess Lehllaten e SIS oy o om0 o
L Geoellabe TSI s o 00 o
ey GeOSlebe ERIRIO g e w00 o
parsiey eshellabe st i s e w00 o
iy Ll S sy o0e 00w
sy feshellabei bl e w00 o
AJA22044.1 é:ﬁ;oz';‘r‘;lluzgfvgé’ﬁ‘;‘} I6STRNA 1957 1057 100% 0.0  98%
AJ2043.L e o s 108 1057 100% 0.0  98%
AJ204LL e o o 105 1057 100% 0.0  98%
AJ422040.1 2252"22‘23?23?33?1‘% I6STRNA 1957 1057 100% 0.0  98%

Lactobacillus brevis gene for 16S

ribosomal RNA, partial sequence, strain:
AB494718.1 KF23 1055 1055  100% 0.0 98%
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