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OZET
ORAL LAKTIK ASIT BAKTERILERININ BIYOFILM VE HALITOSIS UZERINE
ETKILERININ IN VITRO ARASTIRILMASI
Gizem ARIK
Biyoloji Anabilim Dali
Eskisehir Teknik Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mart 2019
Danigsman: Prof. Dr. Merih KIVANC
(Ikinci Danigsman: Prof. Dr. Zuhal KIRZIOGLU)

Cocuklarda oral biyofilmin mekanik olarak temizlenmesindeki zorluklar ve bu
amacla kullanilan kimyasallarin bazi yan etkilere sahip olmasi probiyotik terapiyi 6n
plana ¢ikarmistir. Bu calismada 6zellikle ¢ocuklarin agiz sagligini gelistirmeye yonelik
etki saglayacak antiadezyon, antibiyofilm aktivitelerine sahip, halitosis {izerine etkili oral
probiyotiklerin tanimlanmasi1 amaclanmistir. Bu amacla saglikli cocuklarin dis
yiizeylerindeki biyofilm olusan bolgelerden alinan 6rneklerin fakiiltatif anaerobik bakteri
ve maya ¢esitliligi ortaya ¢ikarilmistir. Bakteriler 16S rRNA gen dizisine gore, mayalar
Vitek-2 sistemi ile biyokimyasal olarak tanilanmistir. Lactobacillus sp. olarak tanilanan
izolatlarin gastrointestinal sartlarda hayatta kalma oranlari, antibiyotik duyarliligi,
antioksidan ve enzim aktivitesi, agregasyon aktiviteleri, antimikrobiyal aktivitesi,
biyofilm olusturma ozellikleri belirlenmistir. Sec¢ilen laktik asit bakterilerinin tiikiiriik
kapl1 hidroksiapatit disklerde antiadezyon ve antibiyofilm aktiviteleri incelenmistir. 16S
rRNA dizi analizi sonucunda mikrobiyal kompozisyonda Firmicutes (%83,4) baskin
filum, Lactobacillus ise baskin cins olarak tanimlanmustir. Bu cins i¢inde L. rhamnosus,
L. fermentum, L. paracasei, L. casei, L. plantarum ve L. salivarus tiirleri tanillanmistir.
Proteobacteria filumunda Neisseria, Actinobacteria filumunda Rothia baskin cinsler
olarak tanilanmistir. Maya izolatlar1 arasinda Candida dubliniensis baskin olan tiir
olmustur. Laktik asit bakterilerinin gastrointestinal sartlara direngli olduklari,
antioksidan, agregasyon aktiviteleri goOsterdikleri, biyofilm iireticisi olduklari
saptanmigtir. Ancak secilen oral mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktivite
gostermedikleri belirlenmistir. Secilen bazi laktik asit bakterilerinin antiadezyon ve
antibiyofilm aktivitesi gosterdigi saptanmistir. Duyusal analiz sonuglarina gore L.
rhamnosus LAB1.2.A’nin halitosis {izerine etkili olabilecegi saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Biyofilm, laktik asit bakterisi, probiyotik, antibiyofilm, halitosis



ABSTRACT
IN VITRO INVESTIGATION ON THE EFFECTS OF ORAL LACTIC ACID
BACTERIA ON BIOFILM AND HALITOSIS
Gizem ARIK
Department of Biology
Eskisehir Technical University, Graduate School of Sciences, March 2019
Supervisor: Prof. Dr. Merih KIVANC
(Co-Supervisor: Prof. Dr. Zuhal KIRZIOGLU)

Difficulties in the mechanical cleaning of oral biofilm in children and some side
effects of the chemicals used for this purpose have highlighted probiotic therapy. The aim
of this study was to determine the oral probiotics which have antiadhesion, antibiofilm
activity and effects on halitosis. For this purpose, facultative anaerobic bacteria and yeast
diversity of the samples taken from the biofilm areas on the tooth surfaces of healthy
children were revealed. Bacteria were identified according to the 16S rRNA gene
sequence and yeasts were biochemically identified by Vitek-2 system. Survival rates at
gastrointestinal conditions, antibiotic susceptibility, antioxidant activity, aggregation
activities, antimicrobial activity and biofilm forming properties of isolates which
identified as Lactobacillus sp. were determined. Antiadhesion and antibiofilm activities
of selected lactic acid bacteria on saliva coated hydroxyapatite discs were investigated.
As a result of 16S rRNA sequence analysis, Firmicutes (83.4%) was the predominant
phylum in the microbial composition and Lactobacillus was defined as the dominant
strain. In this genus, L. rhamnosus, L. fermentum, L. paracasei, L. casei, L. plantarum ve
L. salivarus species were identified. Neisseria in Proteobacteria phylum, Rothia in
Actinobacteria phylum was identified as predominant genus. Candida dubliniensis was
found to be the dominant species among yeast isolates. Lactic acid bacteria were found
to be resistant to gastrointestinal conditions, showed antioxidant and aggregation
activities and were biofilm producers. However, they did not have antimicrobial activity
against selected oral microorganisms. Some selected lactic acid bacteria showed
antiadhesion and antibiofilm activity. According to the results of organoleptic analysis, it
was determined that L. rhamnosus LAB1.2.A could be effective on halitosis.

Keywords: Biofilm, lactic acid bacteria, probiotics, antibiofilm, halitosis
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1. GIRiS

Insan viicudu 100 trilyondan fazla mikroorganizma tarafindan kolonize edilmistir
(Wang vd., 2017). Mikrobiyal kolonizasyonun en yogun oldugu bdlgeler sindirim
sistemi, agiz boslugu, deri ve vajinadir. Sindirim sisteminden sonra mikrobiyal yiike
sahip olan ikinci bolge agiz boslugudur (Takashi, 2005). Agiz boslugu tiikiirtik ile
saglanan siirekli siv1 akisi, diglerin sagladig sert yiizeyler, siirekli karbon ve nitrojen
girisiyle kendine has bir biyocografyaya sahiptir. Ayrica tiikiiriigiin ve dis eti olugu
stvisinin salgilandigi noktalarda olusan mikro ¢evreler de mikrobiyal ¢esitlilige katki
sunmaktadir (Kolenbrander vd., 2010). Yapilan arastirmalar oral mikrobiyatanin %70’
kiiltiire edilebilir, %30’u kiiltiire edilemeyen mikroorganizmalardan olusan 700’den fazla
tiirden olustugunu gostermektedir (Verma vd., 2018).

Biyofilm birbirine ve/veya ylizeylere baglanmis bakteriyal popiilasyonlarla
kaplanan matriks ya da daha ayrintili bir tanim ile genellikle yakindan iligkili
komiinitelerin dogal ya da yapay yiizeylerde olusturdugu, mikrobiyotanin ihtiyacini
karsilayacak yeterli miktarda besinin oldugu sulu ¢evrelerde olusan bakteriyal agregatlar
olarak agiklanmaktadir. Biyofilm mikroorganizma, su ve bir miktar besinin oldugu tiim
yiizeylerde olusabilmektedir (Arweiler ve Netuschil, 2016).

Oral biyofilm ise mikroorganizmalarin dis ylizeylerinde ya da subgingival
bolgelerde olusturduklari yapisal olarak organize olmus dinamik ve kompleks bir
ekosistemdir. Diinyada en yaygin hastaliklar olan periodontal hastaliklar ve dis
ciirtiklerine neden oldugu bilinmektedir (Velsko ve Shaddox, 2018).

Oral biyofilmin olusumunu 6nlemek i¢in mekanik temizlige destek olmak amaciyla
baz1 kimyasal ajanlar kullanilmaktadir. Bunlarin i¢inde klorhekzidin genis antimikrobiyal
etki spektrumuna sahip olan en sik kullanilan ajandir (Jones, 1997). Olusan biyofilmde
asit olusumunu azalttig1 bildirilmistir (Van vd., 1996). Ancak dislerde renklenme, uzun
siireli kullaniominda ise agizda mantar olusumu, tat duyusunun bozulmasi, dis tasi
olusumu gibi bir¢ok yan etkisi bulunmaktadir (Addy, 1986). Bu nedenlerden otiirii
ozellikle cocuklarda biyofilm olusumunun engellenmesi ve giderimine yonelik dogal
icerige sahip uygulamalarin kullanilmas1 6nem kazanmustir.

Laktik asit bakterileri GRAS (Generally Regarded as Safe) statiisiinde
mikroorganizmalardir (Kuramitsu vd., 2007). Oral mikrobiyotada dogal olarak bulunan
bu bakterilerin probiyotik 6zellikleri ile insan sagligina katki sagladigi bilinmektedir.

Yapilan caligmalarda probiyotik iceren gidalarin dis clriigli etmeni Streptococcus



mutans’1t inhibe ettigi gosterilmistir (Nase vd., 2001; Caglar vd., 2005). Ayrica
periodontal hastaliklarin tedavisine katki sagladiklari, laktik asit igeren gargaralarin agiz
kokusunu engelledigi bildirilmistir (Kang vd., 2006; Riccia vd., 2007).

Bu caligmanin amaci ¢ocuklarin dis yiizeylerinde olusan biyofilmlerdeki kiiltiire
edilebilen mikroorganizma g¢esitliliginin ortaya cikarilmasi, izole edilen laktik asit
bakterilerinin probiyotik Ozelliklerinin incelenmesi ve antibiyofilm, antiadezyon
etkileriyle halitosis {lizerine etkilerinin agiga ¢ikarilarak agiz sagligina fayda saglayacak

oral probiyotik potansiyellerinin degerlendirilmesidir.

1.1. Oral Mikrobiyota

Insan sindirim sistemi yaklasik 10'* mikroorganizma icermektedir. Sindirim
sisteminin girisi olan agiz boslugu da insan viicudunda bagirsaklardan sonra en fazla
mikrobiyal ylike sahip olan ikinci yerdir (Takahashi, 2005). Agizda tiikiiriik, mukoza, dil
gibi yumusak dokular ile dis ylizeyi, supragingival, subgingival dokular ve oral implantlar
gibi sert ylizeylerin bulunmasi oral mikrobiyotanin heterojen bir yapida olmasina neden
olmaktadir. Her dokunun kendine 6zgii karakteristigi vardir. Bu gevreye en iyi uyum
saglayan mikroorganizmalarin bdlgeye yerlesmesine neden olur. Agiz boslugundaki
farkli lokasyonlara yerlesmis 700’den fazla mikroorganizma tiiriniin oldugu
belirlenmistir (Arweiler ve Netuschil, 2016). Agizin stirekli tiikiirtik ile yitkanmasinin da
ag1z ekolojisi iizerinde biiyiik bir etkisi vardir. Ortalama pH degeri 6,75-7,25 arasindadir.
Bu da bir¢cok mikroorganizmanin gelisimini desteklemektedir (Marsh, 2000). Bunun yan1
sira IgA’nin da i¢inde bulundugu antibakteriyal faktorler igererek konak savunmasinda
yer almaktadir (Marsh, 2000).

Dis eti olugu sivist da tiikiirik gibi agiz ekolojisi lizerinde etkilidir. Serum
bilesenleri agiza bu sivi araciligi ile ulagsmaktadir. Saglikli bolgelerde sivi akisi diistiktiir
fakat periodontal hastaliklar ile birlikte artmaktadir. Dis eti olugu sivisinda IgM, IgA ve
yiiksek oranda IgG bulunmaktadir. Zayif baglanmis hiicreleri uzaklastirarak, konak
savunma bilesenlerini tasiyarak ve mikroorganizmalara besin kaynagi saglayarak oral
ekolojiyi etkilemektedir (Marsh, 2000).

Kiiltiirel ve kiiltiir bagimsiz ¢alismalar oral mikrobiyatinin karakterizasyonu ile
ilgili bilgiler sunmaktadir (Verma vd., 2018). Buna gore; Actinobacteria, Bacteroidetes,
Chloroflexi, Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria, Spirochaetes, Synergistetes,

Tenericutes, SR1 ve TM7 kommensal bakteri filumlarina ait iiyeler oral mikrobiyotay1



olusturmaktadir (Wade, 2013). Acik bir sistem olan agizda tespit edilen Acidobacteria,
Chlamydiae ve Deinococcus-Thermus filumu iiyelerinin gegici kolonizasyon yapan
bakteriler oldugu; gidalar igecekler, ¢evreden alindigi bildirilmektedir. Arkea oral
mikrobiyotanin kiigiik bir bilesenidir. Periodontitisle iliskilendirilen Methanobrevibacter
oralis ve Methanobacterium curvum/congolense, Methanosarcina mazeii ile temsil
edilmektedir (Wade, 2013). Okaryotik kommensal iiyeleri ise funguslar olusturmaktadir.
Ag1z boslugundan en ¢ok izole edilen tiir Candida albicans’tir. Candidosize neden
oldugu bilinen bu tiir saglikl1 agizlardan da izole edilmistir. Cryptococcus spp., filamentli
funguslar (Aspergillus spp., Zygomycetes) ve dimorfik funguslarin (Histoplasma,
Blastomyces, Coccidioides) iliskili oldugu oral lezyonlar bildirilmistir. Fakat bu 6rnekler
daha ¢ok bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda goriilmiistiir (Diaz vd., 2017).

Rahim i¢inde steril olan fetiise ilk mikroorganizma transferi dogum kanali
araciligiyla olmaktadir. Ardindan anneden, siit, su ve gidalarda bulunan
mikroorganizmalarla karsilagsmaktadir Yenidoganda kolonizasyon igin sadece epitel
yiizeyler mevcuttur. Oncii mikroorganizmalar aerobik ve fakiiltatif anaerobik tiirlerdir.
Streptococcus oralis, Streptococcus mitis biovar 1 ve Streptococcus salivarus baskin
tiirler olarak tespit edilmistir. Oncii oral komiinite iiyelerinin ¢esitliligi ilk birka¢ ay
boyunca artmaktadir ve Gram negatif anaerobik bakterilerin kolonizasyonu
baslamaktadir. Bu asamada en baskin anaerobik bakteri Prevotella melaninogenica’dir.
Diger tiirler ise Fusobacterium nucleatum, Veillonella sp., pigmentsiz Prevotella sp.,
Capnocytophaga spp., P. loescheii ve P. intermedia’dir. Dislenme ile birlikte
mikroorganizmalarin kolonize edecegi lokasyonlar da artmaktadir. Bu da tiir ¢esitliligine
yansimaktadir. Bu donemde Gram negatif bakterilerin sayica arttig1 ve Streptococcus
mutans ve Streptococcus sanguinis kolonizasyonunun basladig1 goriilmektedir (Marsh,
2000). Karyojenik S. mutans kolonizasyonunun basladigi donem Caufield vd., (1993)
tarafindan 'infektivite penceresi’ olarak tanimlanmistir. Fakat yapilan son ¢aligmalarda
dis ¢cikarmamis ¢ocuklarda bu bakterinin bulunmasi yumusak dokularin oral patojenik
bakteriler i¢in bir kaynak olabilecegini gostermektedir (Sampaio-Maia ve Monteiro-
Silva, 2014).

Uc yasinda tiikiiriikteki mikroorganizma cesitliligi artmakta ve mikrobiyotanin
olgunlagmas: yetiskinlige kadar siirmektedir. ilk dislenmeyle birlikte Gamaproteobakteri
grubu, oOzellikle Pseudomonaceae, Moraxellaceae, Enterobacteriaceae ve

Pasteurellaceae familyalarinin bulunma orani artmaktadir. Kalict diglerin ¢ikmasiyla



Veillonellaceae familyast ve Prevotella cinsi {lyelerinin sayis1 artarken,
Carnobacteriaceae familyast iyelerinin sayis1 azalmaktadir (Sampaio-Maia ve
Monteiro-Silva, 2014).

Herhangi bir yiizeyin kommensal mikroflorasinin olusmas1 mikroorganizmalarin
kolonizasyon potansiyeline baghdir. Agiz boslugundaki yiizeylere adsorbe olmus
tiikiiriik bilesenlerine baglanma ilk adezyondur. Yiizeyin kompozisyonuna gore spesifik
bilesenler adsorbe edildigi i¢in farkl ylizeylerde farkl reseptorler bulunmaktadir.

Daha 6nceki yillarda yapilan ¢aligsmalar planktonik bakterilere yogunlagmis olsa da
giinimiizde oral mikrobiyota {iyelerinin %80-90 oraninda biyofilm olusumu ile

varliklarini siirdiirdiikleri bilinmektedir (Arweiler ve Netuschil, 2016).

1.2.  Oral Biyofilm

Biyofilm mikroorganizmalarin bir substrata ve birbirlerine baglanarak, kendi
iiretmis olduklar ekstraseliiler polisakkaritlerden olusan bir matriks icerisinde gomiilii
olan, planktonik mikroorganizmalara gdre gen aligverisi ve biiylime hizlar1 gibi
farkliliklar gosteren bir komiinitedir (Donlan ve Costerton, 2002).

Biyofilm olusumu ve olgunlasmasi dinamik ve kompleks bircok biyolojik olaymn
neticesinde gerceklesmektedir. Oral biyofilmin olugsmasinda ilk adim olan adezyonu
etkileyen ylizey gerilimi, hidrofobisite gibi kimyasal etkilesimler, van der Waals baglari,
hidrojen ve kalsiyum kopriilerini igeren etkilesimler mevcuttur. Siikroza bagli adezyon
biyofilm i¢inde baskin olan bir cesittir ve glukoziltransferaz, fruktoziltransferaz
enzimleriyle polisakkarit {iretimi ile iliskilidir. Glukoziltransferaz enzimi siikrozdan
glukan tretimini katalizlemektedir. Glukanlar bakteri adezyonu ve oral ylizeylerde
birikimde aracilardan biri olarak tanimlanmaktadir. Fruktoziltransferaz enzimi siikrozdan
fruktan  polimerlerinin  sentezini  katalizlemektedir. = Bakteri  karbonhidrat
metabolizmasinda yer alan ve besin rezervuari olarak kullanilan fruktan ayni zamanda
biyofilm olusumunda baglanma bolgesi gérevi gérmektedir (Steinberg, 2016).

Biyofilm icinde sinyalizasyon otoindiikleyici adi verilen kii¢iik molekiiller ile
gerceklesmektedir. Bu sinyalizasyon ¢ogunluk algilamadir ve bakterilerin biyofilm yapisi
icinde yakin mesafede iletisimini saglamaktadir. Gram pozitif bakteriler kompetens
stimiile edici peptidleri (CSP), Gram negatif bakteriler ise homoserin laktonlar1 (HSL)
kullanmaktadir. Otoindiikleyici-2 (AI-2) ise Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler



tarafindan da kullanildig1 i¢in evrensel olarak tanimlanmaktadir (Steinberg, 2016). Bu
etkilesimlerin gergeklestigi oral biyofilm dort basamakli bir siiregten olugmaktadir.
Sekil 1.1.”de olusum agamalar1 verilmistir.

e Pelikiil olusumu

e Ilk adezyon

e Olgunlagma

¢ Biyofilmin dagilmasi

Biyofilm fragmentlerinin ayrilmasi

Adezyon ve koadezyon

ayrilma

ilk kolonizerler
..

Sekil 1.1. Biyofilm olusum asamalar: (Seneviratne vd., 2011)

Pelikiil olusumu: Oral biyofilmler yilizeye tutunmak i¢in konak tlikiiriik
glikoproteinlerine ihtiya¢ duyduklarindan diger biyofilmlerden farklidir. Tiikiiriik
glikoproteinlerinden tiirevlenmis ince bir film olan pelikiiliin temiz dis ylizeyine
tutunmasi biyofilm olusumunda ilk basamaktir. Glikoproteinler, diger tiikiiriik bilesenleri
ve dis yiizeyi arasinda bir¢ok etkilesim gergeklesir. Bu etkilesimlerde rol oynayan giicler
van der Waals baglari, hidrofobik etkilesimler ve kovalent baglardir. Bu gii¢lerle adsorbe
edilir, yeniden diizenlenir ve bazi konformasyonel degisiklikler gecirirler (Huang vd.,
2011). Baz1 tiikiiriik reseptorleri kryptotiptir, yani aktif konfigiirasyonu yalnizca bir
ylizeye baglandiktan sonra elde etmektedir. Prolin zengini proteinler ve statherin
bilesenleri dis minesine sikica baglanir. Bdylece streptokoklar tarafindan tanimacak
peptid epitoplart ve kryptotipler sunarlar. gp340 gibi glikoproteinler, tiikiiriik miisinleri
dis minesine ve epitel yiizeylere adsorbe olur. Streptokoklara ve diger ilk kolonizerlere
reseptdr saglamis olurlar. o-amilaz, immunoglobulinler, fibronektin, laktoferrine
streptokoklarin baglanabildigi, dolayisiyla adezyon i¢in tiim reseptorlere sahip oldugu

gosterilmistir. Bu da streptokoklarin reseptor tanimada daha diisiik degiskenlige sahip



olan tiirlere karsi avantajli duruma ge¢mesini saglamaktadir (Jenkinson ve Lamont,
2005).

Ik adezyon: Biyofilm olusumunun ikinci basamagi bakterilerin pelikiile
adezyonudur. Baz1 bakteriler pelikiildeki a-amilaz ve prolin zengini glikoprotein ya da
proteinleri taniyarak pelikiile baglanirlar. Fakat bu asamada baglanan bakteriler
kolaylikla uzaklasabilir. Ciinkii baglanma elektrostatik ¢ekime ya da fiziksel baglanmaya
dayanmaktadir. ilk kolonize olan mikroorganizmalar 6ncii tiirlerdir ve birlikte 6ncii
mikrobiyal komiiniteyi olusturur. Oncii bakteriler baglandiktan sonra ekstraseliiler
polisakkarit (EPS) salgilamaya baslar. Boylece pelikiile ve birbirlerine bagh kalmalar
kolaylagmaktadir (Huang vd., 2011).

Agizda baskin  oncii  organizmalar streptokoklardir. Ilk kolonize olan
mikroorganizmalar oncii mikrobiyal komiiniteyi olusturur. Komiinite gelisiminin
baslangicinin altinda yatan prensip mikroorganizmalarm yiizeye adezyonudur. Oncii
organizmalar ikincil mikroorganizmalarin baglanmasi i¢in yeni bir yiizey ve sinyaller
saglarlar. Baskin Oncli organizmalar Streptococcus salivarus, Streptococcus mitis,
Streptococcus oralis tirleridir. Diger ilk kolonizer olan bakteriler Actinomyces,
Veillonella ve Neisseria cinsleridir (Jenkinson ve Lamont, 2005).

Olgunlagsma: Biyofilmin olgunlagsma basamaginda ikincil kolonizer bakteriler
oncii  bakterilerin hiicre ylizeylerindeki reseptorleri ya da proteinleri taniyarak
baglanmaktadir. Bu baglanma kogregasyon olarak adlandirilmaktadir. Biyofilmdeki tiir
cesitliliginin temelini olusturmaktadir. Actinomyces ve streptokoklar arasindaki lektin-
karbonhidrat ve protein-protein etkilesimleri; Veillonella ve streptokoklar arasindaki
metabolik etkilesimlerinin her iki tiirlin de yararma oldugu bildirilmistir. Tiirler
arasindaki etkilesimler olduk¢a spesifik olabilmektedir. Ornegin; Streptococcus
gordonii’nin SspB protein adezinleri yalnizca Actinomyces naeslundii’nin alt gruplarini
tanimaktadir. (Jenkinson ve Lamont, 2005). Daha sonra baglanan bakteriler arasinda
Fusobacterium nucleatum, Treponema spp, Tannerella forsythensis, P. gingivalis,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans gibi tiirler bulunmaktadir. Olgun bir biyofilm
ile baslangi¢ biyofilmi mikrobiyal i¢cerik bakimindan oldukg¢a farklidir. Biyofilm gelisimi
siiresince oransal bir degisim de gerceklesmektedir. Streptococcus ve Neisseria miktari
diiserken, Actinomyces, Corynebacterium, Fusobacterium ve Veillonella miktari

artmaktadir (Huang ve ark., 2011).



Biyofilmin dagilmasi: Olgunlasmis bir biyofilmden tek bir hiicrenin ya da hiicre
gruplarinin ayrilmasi ile biyofilm dagilmaya baslamaktadir. Dagilmanin iki nedeni vardir.
[lki biyofilmin olustugu alanda besin miktarmin azalmasi ve besin miktarmin daha fazla
oldugu bolgelere yerlesme ihtiyacidir. Ikinci neden ise konak savunmasidir. Dagilma
mekanizmasi aktif ve pasif dagilma olarak iki sekilde gerceklesmektedir. Aktif dagilma
bakterinin kendisinin baslattig1 mekanizmalar1 kapsarken, pasif dagilma tiikiiriigiin akis

kuvveti gibi dis etkenlerden otiirii gergeklesmektedir (Kaplan, 2010).

1.3.  Oral Biyofilmdeki Ekolojik Etkilesimler

Oral mikrobiyota iiyeleri olusturduklar1 biyofilm i¢inde yakin temas halindedirler.
Bu yakin temas mikroorganizmalarin birbirleriyle sinerjik ve antagonistik etkilesimler
icinde olmasina neden olmaktadir. Oral mikrobiyotanin kompozisyonu oral cevre
sartlarindan etkilenir. Lokal g¢evre sartlarinin degisimi oral mikrobiyota ile konak
arasindaki iligkiyi de etkilemektedir. Konak ve oral mikrobiyota arasindaki iligki degisen
cevre sartlarina gore simbiyotik ya da disbiyotik olmaktadir. Bu da potansiyel olarak oral
komiinitenin ¢iiriife ya da periodontal hastaliklara neden olma riskini tasimaktadir

(Takahaski, 2005).

1.3.1. Sinerjik etkilesimler

Oral biyofilm i¢indeki bakterilerin birbirleriyle sinerjik etkilesimleri bakterilerin
biyofilmde wvarliklarini siirdiirmelerine yardimci olmaktadir. Bu iliski birbirlerinin
metabolik iiriinlerinden, biyofilmin yapisal 6zelliklerinden yararlanmay1, gen transferini,
antibiyotik direnci ve quorum algilamay1 igermektedir.

Metabolik iiriinlerden faydalanma: Oral biyofilmi olusturan mikroorganizmalar
metabolik aktiviteleri sonucunda {rettikleri metabolitleriyle ¢evre sartlarini
degistirmektedir. Bu degisim bir ya da birden fazla tiiriin gelisimine katki saglayabilecegi
gibi biyofilm i¢inde bir besin zinciri de olugturmaktadir. Bu sekilde gelisen bir etkilesime
ornek; Veillonella sp., Prevotella sp.ve Porphyromonas sp. arasindaki iligkidir.
Veillonella sp. iirettigi K vitamini sayesinde iki bakterinin gelisimi desteklemektedir.
Veillonella sp. biyofilmdeki varli1 ise Streptococcus sp. tarafindan iiretilen bir kisa yag
asidi zinciri olan laktat iiretimine baglidir. Benzer bir iliski P. gingivalis ve T. denticola
arasinda bulunmaktadir. 7. denticola’nin iirettigi siiksinik asit P. gingivalis’in hiicre

zarindaki lipid ve fosfolipidlerin yapisina katilmaktadir. 7. denticola’nin gelisimi ise P.



gingivalis’in irettigi isobiitirik asit ile stimiile edilmektedir (Hojo vd., 2009). Candida
sp. ve S. mutans arasindaki sinerjik metabolik iliski ise siikrozun Candida sp. tarafindan
etkili bir sekilde kullanilamamasina dayanmaktadir. S. mutans siikrozu pargaladiktan
sonra olusan glukoz ve fruktozu Candida sp. kullanmaktadir. Bununla birlikte Candida
sp.’nin bulunmasi S. mutans’in EPS iiretimi ve kompetens ile iligkili genlerini aktive
etmektedir. Bu da S. mutans’in mikro koloniler halinde toplanmasina katki saglamaktadir
(Kim vd., 2016).

Aerobik ve obligat anaerobik bakteriler arasindaki oksijen metabolizmasi
biyofilmdeki obligat anaerobik bakteriler i¢in oldukea kritiktir. Aerobik bakteriler oksijen
tilkketerek redoks potansiyel gradientini olusturur. F. nucleatum anaerobik ve aerobik
bakteriler agregasyon olusturabildigi i¢in koprii gorevi gormektedir. (Bradshaw, 1998).

Bazi bakteriler ise metabolizmalar1 sonucu iirettikleri asit ile diger bakterilerin
biyofilmdeki varligini siirdiirmelerine yardim etmektedir. F. nucleatum ve Prevotella
intermedia genis pH araliginda yasayabilirken, P. gingivalis ise pH 6,5’ten diisikk pH
seviyesine duyarhidir. F. nucleatum ve P. intermedia’nin glutamat ve aspartat
fermentasyonu ile tiretmis oldugu amonyak ve organik asitler pH seviyesini daha notr
hale getirerek P. gingivalis i¢in uygun bir ortam saglamaktadir (Huang vd., 2011).

Biyofilmin yapisindan faydalanma: Biyofilmin ana bilesenlerinden biri EPS’dir.
Her biyofilmde farkli tiplerde EPS iiretilmektedir. Biyofilm i¢indeki tiirler arasinda
iletisimi saglayan bir ortamdir. Komiiniteye zararli substratlarin biyofilme girigini
engellemesinin yaninda besin konsantrasyonun arttigi bir lokal ¢evre sunmaktadir.
Bunlara ek olarak savunmada etkili bir rol oynamaktadir. Biyofilmi konagin bagisiklik
sistemi hiicrelerinin fagositozundan korumaktadir. Ayrica antimikrobiyal ajanlara kars1
da koruma sagladig diisiiniilmektedir (Jefferson, 2004; Huang vd., 2011).

Gen transferi: Biyofilmdeki hiicrelerin yakinlig1 horizontal gen transferi i¢in ideal
bir ortam sunmaktadir. DNA dis ortamdan ya da bir baska tiirden de alinabilmektedir.
DNA transferi iic sekilde gergeklesmektedir: transdiiksiyon, konjugasyon ve
transformasyon. Transdiiksiyonda bakteri bakteriyofaj ile enfekte olur ve viriis DNA’s1
konak genomuna entegre olmaktadir. Bakterinin hiicre yilizeyindeki spesifik reseptorlerin
rol oynadig1 bu transferde paketlenmis DNA 100 kb biiyiikliigiinde olabilmektedir.
Bakteriyofaj proteinleri ¢ift zincirli DNA’sini1 konak endoniikleazlarindan korur. Konak

kromozomuna entegre olduktan sonra dormant halde kalabilecegi gibi konagin lizizine

de sebep olabilmektedir (Olsen vd., 2013).



Konjugasyon hiicre-hiicre temasi ile gergeklesir. Metabolik olarak aktif iki hiicre
arasinda F plazmidleri, (seks faktorii), birlestirici konjugasyon elementleri, konjugatif
transpozonlar (alic1 strainlere transpozisyonunu saglayan proteinleri kodlar) ile DNA
transferidir. Konjugatif transpozonlar siklikla Gram pozitif bakterilerde goriiliir.
Transpozonlarin her yerde bulunuslari, genis g¢esitlilikteki antibiyotik direncinin
yayllmasinda onemli rol oynamalarina neden olur. Biyofilm igindeki yiiksek
yogunluktaki hiicreler konjugasyon ile plazmidlerin yayilmasini saglar. Bu olay da
biyofilm olusumunu uyarir (Olsen vd., 2013).

Transformasyonu c¢evreden DNA’y1r alabilme yetenegi olan hiicreler
gerceklestirmektedir. Bu kompetens yetenegi farkli com genleri ile kodlanmaktadir ve
quorum algilamay1 icermektedir. Agizdaki bazi tiirler dogal olarak kompetenstir.
Ornegin; Haemophilus, Campylobacter ve Neisseria gibi. Streptococcus gibi diger bazi
tiirler ise sadece spesifik fizyolojik durumlarda kompetenstir. Dental plagin serbest DNA
kaynag1 biyofilm icinde bakterilerin etrafini saran matrikstir. Liziz olan hiicrelerin
DNA’lar1, ya da matrikse yapisal destek vermek i¢in yasayan komiinite iiyeleri tarafindan
salgilanan DNA transformasyon kaynagini olusturur (Olsen vd., 2013).

Birgok Gram negatif bakteri biiylimeleri sirasinda membran vezikiilleri (MV)
olusturur ve salarlar. MV i¢indeki genetik icerik korunmaktadir. Bu vezikiiller diger
tiirlerin yiizeylerine entegre olarak genetik materyal ya da virtilans faktorlerini tiir i¢inde
ya da tiirler arasinda aktarabilmektedirler (Olsen vd., 2013).

Horizontal gen transferi oral bakterilerin i¢cinde bulunduklari g¢evrenin genis
metagenomdan faydalanmasina imkan tanimaktadir. Bu sekilde ¢evresel degisimlere
kars1 adaptasyon potansiyelleri artmaktadir. Karbonhidrat acisindan zengin olan agiz
bosluguna metabolik adaptasyonu saglayan, glikolizde gorev alan genlerin bir
Lactobacillus salivarus susunda plazmid i¢inde tagindig1 gosterilmistir (Marsh ve Zaura,
2017). Plazmidler fusobakterilerin horizontal gen transferinde onemli role sahiptir.
Fusobacterium nucleatum’un genetik analizleri yiiksek oranda c¢esitlilik oldugunu
gostermistir ve bu nedenle bu tiiriin evriminde 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Klinik F.
nucleatum izolatlarindan iki strainin, F. nucleatum, Peptostreptococcus anaerobius ve
Enterococcus faecalis’e konjugasyon yolu ile tetrasiklin direng genini (tef) aktardigi
gosterilmistir (Olsen vd., 2013).

Streptococcus mitis, Streptococcus oralis ve patojen Streptococcus pneumoniae

tiirlerindeki penisilin diren¢ genlerinin ayn1 mozaik yapiyr gostermesi oral biyofilm



icindeki gen transferi nedeni ile ger¢eklesmektedir (Marsh ve Zaura, 2017).

Cogunluk algilama: Bakterilerin biyofilm i¢inde haberlesmesini saglayan
kimyasal diizenlemeler hiicre yogunluguna bagli olan gen regiilasyonu ile
gerceklesmektedir. Bu siire¢ ¢ogunluk algilama (QS) olarak adlandirilmaktadir. Bakterin
kimyasal sinyaller ile iletisim kurdugu ilk olarak Vibrio fischeri’de tespit edilmistir.
Bakterinin sadece yiiksek hiicre yogunluguna ulastiginda biyoliiminens oldugu
gosterilmistir (Biradar ve Devi, 2011). Bakterilerde quorum algilama sistemleri genel
olarak ii¢ smmifa ayrilmaktadir: 1) LuxI/LuxR-tipi quorum algilama. Gram negatif
bakterilerde goriilen bu sistemde sinyal molekiilleri olarak acil-homoserin laktonlar
(AHL) kullamlmaktadir. 2) iki bilesenli oligopeptid quorum algilama. Gram pozitif
bakterilerde goriilen bu sistemde kiigiik peptidler sinyal molekiilii olarak
kullanilmaktadir. 3) LuxS tarafindan kodlanan otoindiikleyici 2 (AI-2) quorum algilama.
Her iki tipte sinyal molekiiliiniin kullanildigi bu sistem, Gram pozitif ve negatif
bakterilerde goriilmektedir (Li ve Tian, 2012).

S. mutans ¢gogunluk algilamada iki peptid; kompetens stimule edici peptid (CSP) ve
sigma X-indiikleyici peptid yer almaktadir. Bu peptidlerin iiretimi lokal pH degerinden
ve karbonhidrat kaynagindan etkilenmektedir. CSP-quorum algilama sistemi S. gordonii
ve Streptococcus intermedius’da da goriilmektedir. Oral biyofilmi olusturan bir¢ok
cinsinin haberlesmesini saglayan AI-2 sisteminde ko-adezyon sinyalizasyonu
arttirmaktadir. S. oralis’ te Al-2 islevi bozuldugunda A. naeslundii ile ko-adezyonunun
inhibe oldugu gosterilmistir (Marsh ve Zaura, 2017).

S. mutans’ta en iyi agiklanan QS sistemi CSP-ComDE sistemidir. CSP-ComDE ile
reglile edilmis hiicredeki ilk fenotip dis ortamdaki DNA’y1 alarak kompetens hale
gelmesidir. Genetik kompetens genel stres cevabiyla tetiklenmektedir. DNA hasar1 ya da
aclik gibi stres sinyalleri kompetens yolaklarini aktif hale getirerek DNA hasari tamiri ya
da diger hiicresel hasarlar1 tamir edecek rekombinasyonel mekanizmalar1 devreye
sokmaktadir. Is1 soku, oksidatif stres, asidik pH, amino asit yoklugu ve antibiyotik
alimmin CSP {iretimini aktif hale getirdigi bilinmektedir. S. mutans’ta tanimlanan diger
QS sistemi sigma X-indiikleyici peptid (XIP) ve transkripsiyonel regiilatérii ComR’den
olusan ComRS sistemidir. CSP, besin yoniinden zengin besiyerinde SigX’i aktif hale
getirirken XIP ise ekzojen peptidlerden yoksun olan besiyerinde aktive etmektedir

(Leung vd., 2015).
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Antibiyotik direnci: Oral biyofilmi olusturan bakteriler antimikrobiyal maddelere
yiiksek tolerans gostermektedir. Ornegin; biyofilm olusturmus Streptococcus sobrinus™u
oldliirmek icin gereken klorhekzidin ve amin florid konsantrasyonu, planktonik S.
sobrinus’un i¢in gereken bakteriosidal konsantrasyondan sirasiyla 300 ve 75 kat daha
fazladir. Arastirmalar antibiyotik direncinde biyofilmin yasinin da 6nemli oldugunu
ortaya koymustur. S. sanguinis ve A. actinomycetemcomitans’in olusturdugu olgun
biyofilmlerin klorhekzidine karsi daha direngli oldugu goriilmiistiir (Marsh, Moter ve
Devine, 2011).

Oral biyofilmde antibiyotik direncini olusturan birgok mekanizma ag¢iklanmistir: 1)
antimikrobiyal maddelerin penetrasyonunun kisitlanmasi, 2) genel stres cevabi, 3)
biliylime oraninin ve metabolizmanin azalmasi, 4) ¢oklu ilag direnci (MDR) pompalarinin
ekspresyonunun artmasi, 5) quorum algilama sistemlerinin aktif hale gelmesi ve 6) dis

membran proteinlerinin (OMP) profillerinin degisimi (Kouidhi vd., 2015).

1.3.2. Antagonistik etkilesimler

Oral biyofilmin kompleks ve bakteri cesitliligi yiiksek olan yapisinin iginde
bakterilerin varliklarin1 korumalari rekabet yeteneklerine baglidir. Besin ve baglanma
bolgeleri i¢in tiir i¢i ve tlirler arasinda antagonistik etkilesimler gerceklesmektedir.
Bakteriosin ve benzeri maddelerin iiretilmesi ile diger bakterilerin gelisimini engellemek
ya da bakterilerin quorum algilama mekanizmalarini quorum soniimleme adi verilen
siire¢ ile inhibe etmek bakterilerin rekabet stratejilerindendir (Marsh ve Zaura, 2017;
Basavaraju vd., 2016).

Bakteriosinler Gram pozitif ve negatif bakteriler tarafindan iiretilen, yakin tiirlerin
ya da suslarin biiylimesini inhibe eden, protein yapisindaki bakterisidal maddelerdir
(Hojo vd., 2009). S. mutans iki farkli tipte mutasin iiretmektedir. Ilki genis aktivite
spekturum olan bir lantibiyotik, digeri ise lantibiyotik olmayip dar bir antimikrobiyal
aktivite spekturumuna sahiptir (Merritt ve Qi, 2012). Oral biyofilmde bulunan diger
streptokok bakteriosinlerine Ornek olarak S. sanguinis’in irettigi sanguisin ve S.
salivarus’un irettigi salivarisin verilebilir (Marsh ve Zaura, 2017). Oral laktik asit
bakterilerinden Lactobacillus reuteri periodontal patojen ve karyojenik bakterilere karsi
etkili olan reuterin ad1 verilen bakteriosin liretmektedir (Kang vd., 2011).

Hidrojen peroksit (H20;) {iretimi biyofilm i¢inde rekabet araci olarak

kullanilmaktadir. S. gordonii ve S. sanguinis, S. mutans ile rekabetlerinde H,O>’yi
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kullanmaktadir (Kreth vd., 2008). Oral biyofilmdeki potansiyel periodontal patojenlerin
kontrolinde kullanilan ana mekanizma olarak tanimlanmaktadir. Supragingival
biyofilmdeki Neisseria sp. ve Actinomyces sp. gibi tlrlerin H>O2’1 kullanabilmesi
biyofilmin farkli yerlerinde degisen oranlarda H>O> olmasina neden olarak antagonistik
ve sinerjik etkiler arasinda denge kurulmasini saglamaktadir (Marsh ve Zaura, 2017).
Quorum soniimleme; sinyal molekiillerinin degradasyonu, sinyal olusumunun
engellenmesi ve sinyal aliminin inhibisyonu gibi bir¢ok yol ile yapilmaktadir. Quorum
algilama inhibitdrleri yapilar ve islevleri bakimindan iki gruba ayrilmaktadir. Ilk grup
QS sinyallerini yapisal olarak taklit eden molekiillerdir. Halojenize furanonlar AHL
sinyallerine, sentetik Al peptidleri ise Al peptidlerinin benzerleridir. Bu inhibitorler
reseptorlere baglanir ya da reseptdr konsantrasyonunu diistirmektedir. Diger grup ise
enzim inhibitdrlerini igermektedir. Ornegin; triklosan AHL sentezinde gerekli olan enoyl-

ACP rediiktazi inhibe etmektedir (Basavaraju vd., 2016).

1.3.2.1. Patojenite potansiyeli

Mikrobiyal ekosistem i¢inde mikrobiyal ve c¢evresel dinamiklerin degisimi
patojenite potansiyelini arttirarak hastalik olusumunu baglatabilir. Bu birbiri ardina
meydana gelen degisimler Marsh (2003) tarafindan ‘ekolojik plak hipotezi’ olarak
adlandirilmistir.

Supragingival bolgede, S. mutans ve Actinomyces sp. ¢evreyi asitlestirir. Asit
adaptasyonu ile kazanilan asidojenite ya da asidurite bakterilerin karyojenik
potansiyellerini arttirabilmektedir. S. mutans’in ciirliklerde ve dis yilizeyindeki beyaz
noktalarda saglikli bolgelere gére daha fazla bulundugu bilinmektedir (Takahashi, 2005).

Subgingival bolgede ise stabil bir dis ylizeyi ve stabil olmayan, dokiilen bir epitel
yiizeyi bulunmaktadir. Iki yiizey de siirekli olarak dis eti olugu sivisi ile yikanmaktadir.
Bu sivi kan plazmasindan tiirevlenir, amino asit, peptid ve protein agisindan zengindir.
Dis eti olugu derinlestik¢e cevresel sartlar daha stabil (ndtral pH, anaerobik) hale
gelmektedir. Bu kosullar altindan Fusobacterium, Eubacterium, Campylobacter,
Prevotella ve Porphyromonas gibi sakkarolitik, anaerobik ve/veya proteolitik bakteriler
bulunmaktadir. Bakteriyal proteazlar ve metabolik son iiriinler, lipopolisakkarit gibi
bakteri hiicre bilesenlerinin yaptig1 gibi enflamasyon ve immun reaksiyonlara sebep
olmaktadir. Proteazlar konak dokularini degrede eder, dolayli olarak konak savunma

proteinlerini (immunoglobiilin ve kan koagiilasyon sistemi) degrede etmektedir. Kisa yag
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zincirleri (propionik, biitirik, izobiitirik, izovalerik asit), amonyak ve siilflir bilesenleri
(hidrojen siilfit, metil merkaptan) gibi metabolik son iirlinler konak hiicre fonksiyonlarini
zayiflatir ve konak savunmasina zarar vermektedir. Bu siirecin sonunda periodontal

hastaliklarin olusma olasilig1 artmaktadir (Takahashi, 2005; Marsh ve Percival, 2006).

1.4. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakteri (LAB) morfolojik, metabolik ve fizyolojik karakteristikleriyle
bir takim olusturan Gram pozitif bakterilerden olusan bir gruptur. Bu gruptaki bakteriler
genel olarak Gram pozitif, spor olugturmayan, karbonhidratlarin fermantasyonu sonucu
son iiriin olarak laktik asit tireten, kok ya da ¢cubuk morfolojisinde bakterilerdir. Laktik
asit bakterilerinin farkli cinslere klasifikasyonunda morfoloji, glikoz fermantasyonu
sekli, biiyiime sicakligi, laktik asit konfiglirasyonu, yiiksek tuz konsantrasyonlarinda
biiylime, asit ya da alkali tolerans1 kullanilan parametrelerdir. Hiicre duvari bilesenleri,
yag asidi kompozisyonu gibi kemotaksonomik markirlar da kullanilmaktadir. Su anki
taksonomi rRNA dizi bilgisinden elde edilen gergek filogenetik iliskilere dayanmaktadir
(Wright ve Axelsson, 2012).

Heterojen bir grup olan LAB tiirleri iki ayr1 filumda toplanmistir. Firmicutes
filumunda diisiik G+C igerigine (%31-49) sahip cinsler olan; Aerococcus, Alloiococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus ve Weissella bulunmaktadir.
Actinobacterium filumundaki yiiksek G+C igerigine (%58-61) sahip LAB cinsi
Bifidobacterium’dur (Giraffa, 2014).

LAB’lerinin i¢inde bulundugu cinsler S. mutans gibi bazi1 patojen tiirleri de
icermektedir. Bu nedenle halk sagligi ile iliskili konularda odak noktasi olan tiirler
patojen olmayan ya da gida zehirlenmesine neden olmadig bilinen Lactobacillus sp. ve
Leuconostoc sp.’dir (Holzapfel ve Wood, 2014).

LAB besin yoniinden zengin olan siit iiriinleri, fermente edilmis yiyecek ve
icecekler, dekompoze olmus bitki materyalleri ile insan ve hayvanlarin agiz, genital,
intestinal, solunum yolu bosluklarinda bulunmaktadir (Konig ve Frohlich, 2017).

Laktik asit bakterileri glinlimiizde probiyotik 6zellikleriyle 6ne ¢gikmaktadir. Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) probiyotikleri yeterli miktarda alindiginda insan viicuduna yararl
olan canli mikroorganizmalar ya da canli mikroorganizmalar iceren gida bilesenleri

olarak tanimlamaktadir (Azais-Braesco vd., 2010). Bir mikroorganizmanin probiyotik
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olarak tanimlanabilmesi bazi kriterlere baglidir. Bunlar giivenlik, islevsellik ve teknolojik
acidan degerlendirilmeleridir.

Giivenlik agisindan degerlendirme sunlar1 kapsamaktadir:

e Insan kullanimi igin insan kaynakli mikroorganizmalarmn kullanilmas:

e  Saglikli sindirim sisteminden izole edilmesi

e Plazmidlerde tasian antibiyotik diren¢ genlerine sahip olmamasi (Saarela

vd., 2000).

Islevsellik acisindan degerlendirme:

e  Asit ve safra tuzu toleransi

e  Epitel hiicrelere adezyon kabiliyeti ve sindirim sisteminde canl1 kalabilme

e  Patojen bakterilere kars1 antimikrobiyal etkiye sahip olmak

e  Antimutajenik ve antikarsinojenik etkilere sahip olmak

e  Inflamasyona neden olmadan bagisiklik sistemini uyarmak

Teknolojik agidan ise faj direnci, isleme siirecinde canliligin1 korumak, iiriin
icinde ve depolama siirecinde stabil kalabilme ozellikleri aranmaktadir (Saarela vd.,

2000).

1.4.1. Oral laktik asit bakterileri

Agi1z boslugunda bulunan laktik asit bakterileri Lactobacillus, Lactococcus,
Streptococcus, Leuconostoc, Enterococcus ve Weissella cinslerini kapsayan genis bir
gruptur. Laktobasillerin kiiltiire edilebilir oral mikrobiyotanin %1’lik kismini temsil ettigi
belirtilse de kommensal mikrobiyotanin ¢esitliligine biiylik katki sunmaktadirlar. Agiz
boslugundan izole edilmis suslar genel olarak Lactobacillus fermentum ve Lactobacillus
salivarus tlrlerine aittir (Meurman ve Stamatova, 2011).

Laktik asit bakterilerinin dis ve dis eti hastaliklarini 6nlemede etkili olduklar1
gosterilmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalar farkli LAB tiirlerinin probiyotik
aktivitelerini ortaya koymustur. Probiyotik o6zellik gosteren agiz boslugundaki
LAB’lerinin agiz saghigina katkida bulunmalari i¢cin birgok ozellige sahip olmalari
gerekmektedir. Oncelikle agizdaki dokular icin risk tasimamali ve oral homeostaziyi
saglayan mekanizmalara engel olmamalidir. Ag1z boslugunda etkili olabilmesi i¢in uzun
stire hayatta kalabilmeli, yiizeylere adezyon yetenegi ile oral biyofilmlere katilabilmeli
ve diger bakteriler ile baglanma bolgeleri ya da besin i¢in rekabet etmelidir. Diisiik pH

degerlerine direng gosterebilirken, kendisi pH degerini diisiirmemeli ve gidalardaki sekeri
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metabolize ederken diisiik miktarda asit tiretmelidir. Diger onemli 6zellik ise {irettikleri
antimikrobiyal maddeler ile patojenlerin sayisini azaltmalaridir (Meurman ve Stamatova,
2011; Giingor vd., 2015).

Probiyotik bakterilerin agiz boslugundaki etki mekanizmalari:

Kolonizasyon: Baglanma bolgeleri, besin ve biiyiime faktorleri i¢in diger bakteriler
ile rekabet ederler. Lactobacillus rhamnosus GG, L. acidophilus, L.casei ve L. reuteri S.
mutans’n gelisimini rekabet¢i bir sekilde inhibe etmektedir (Haukioja, 2010).

Ko-agregasyon: LAB’lerinin oral kommensal bakteriler ile agregasyonu biyofilm
kompozisyonunu degistirerek c¢iiriikkleri ve periodontal hastaliklart onlerler. Ko-
agregasyon ile patojenlerin aktiviteleri kisitlanir, bdylece uzaklagtirilmalar
kolaylasmaktadir. L. rhamnosus, L. acidophilus, L.casei F. nucleatum ile
heterofermentatif laktobasiller ise A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis ve P.
intermedia agregat olusturmaktadir (Menon, 2016).

Patojenlere karst metabolitlerin iiretimi: Probiyotik bakteriler tarafindan
iiretilen organik asitler, hidrojen peroksit, bakteriosin, amonyak, karbon peroksit ve
diasetil gibi antimikrobiyal maddeler patojenlerin gelisimini inhibe etmektedir. Weissella
cibaria Gram pozitif bakterilere kars1 hidrojen peroksit iiretirken, L. reuteri reuterin ve
reuterisiklin bakteriosinlerini tiretmektedir.

Enzimatik reaksiyonlar: Probiyotik bakterilerin irettikleri bazi enzimler
patojenlerin zararli metabolitlerinin iiretimini engellemektedir. Lactobacillus brevis’in
iirettigi  arjinin deaminaz periodontitis hastalarinda  nitrit/nitrat  olusumunu
engellemektedir.

Immunolojik etki: Proinflamatuar sitokinlerin salgilanmasii azaltmak, IgA
iretimi i¢in bagisiklik sistemini uyarmak, matriks metalloproteinaz iiretimini azaltmak
ve fagositlerin uyarilmasi gibi faaliyetler ile oral epitelyumun biitiinliigii korunmaktadir

(Menon, 2016).

1.4.2. Probiyotik laktik asit bakterilerinin agiz saghgina etkileri
Son yillarda yapilan ¢aligmalar ile probiyotik LAB’lerinin dis ¢iiriigii, periodontitis
ve halitosis gibi agi1z ve dis saglig1 sorunlarina kars1 etkili olduklar1 gosterilmistir (Caglar

vd., 2006; Burton vd., 2006; Shimauchi vd., 2008).
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1.4.2.1. Dis ciiriigii iizerine etkisi

Gelismis tilkelerdeki yaygin floriir kullanimina ragmen dis cliriigii ozellikle
cocuklarda sik goriilmektedir. Floriir ve diger koruyucu uygulamalar dis ¢iirtiklerini
azaltsa da enfeksiyonun kontrolii i¢in yetersizdir. Bu nedenle oral ekolojiyi etkileyerek
dis ciirtiklerine engel olan alternatif uygulamalar kullanilmaya baglanmistir (Giingor vd.,
2015). Dis cliriigii dis minesinin asit demineralizasyonu ile karakterize edilen ¢ok
etmenli, bakteriyel kokenli bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Oral ekosistemdeki
homeostazinin degisimi oral biyofilmin artisina neden olurken, S. mutans gibi karyojenik
bakterilerin aktivitesini arttirmaktadir. Siikrozdan olusturduklar suda ¢éziinmeyen ve
enzimatik degradasyonu zor olan polisakkaritler patojenitelerini arttirmaktadir (Tandon
vd., 2015).

Dis ciiriiklerinin onlenmesinde ya da azaltilmasinda kullanilacak probiyotiklerin
dis yiizeyine baglanabilmesi ve oral biyofilmin olusumuna katilabilmesi gerekmektedir.
Probiyotikler S. mutans’n dis ylizeyine baglanmasinda etkili olan tiikiiriik agliitininin
seviyesinde diisiise neden olarak pelikiil yapisini degistirmektedir. Buna bagli olarak oral
ekosistemin pH ve redoks potansiyeli degerlerini diizenlemektedir. Ayrica spesifik
olmayan bagisiklig1 diizenleyerek, inflamasyonun azalmasini saglamaktadir (Gilingor vd.,

2015).

1.4.2.2. Periodontal hastaliklar iizerine etkisi

Periodontal hastaliklar gingivit ve periodontitis olmak {izere ikiye ayrilmaktadir.
Gingivit dis eti iltthaplanmasi ile karakterize edilirken, periodontitis ise alveolar kemik
de dahil olmak {izere tiim dokular etkileyen yikic1 bir hastalik olarak tanimlanmaktadir.
Periodontitis ile iliskili patojenler olan P. gingivalis, T. denticola, T. forsythia ve A.
actinomycetemcomitans konak savunma sisteminden kacarak subgingival bolgelerde
kolonize olmaktadir (Bonifait vd., 2009).

Oral ekolojinin bozulmasi nedeniyle meydana gelen bu hastaliklara kars laktik asit
bakterilerinin etkileri arastirilmistir. Saglikli kisilerde L. gasseri, L. fermentum gibi laktik
asit bakterilerin kronik periodontitis hastalarindan daha fazla bulunmasi ve yapilan bazi
aragtirmalarda laktik asit bakterilerinin bu patojenleri inhibe etmesi laktik asit
bakterilerinin oral ekolojik dengeyi saglayabilecegini diislindiirmiistiir (Sookkhee vd.,

2001; Koll-Klais vd., 2005).
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Liyofilize edilmis L. salivarus’un kullanildig1 bir ¢calismada sekiz hafta sonunda
hastalarin agi1z sagligina katki sagladigi bildirilmistir (Shimauchi vd., 2008). Baska bir
caligmada hastalar diizenli olarak laktik asit bakterisi igeren siit iiriinleri almis ve deney
sonunda periodontal hastaliklar iizerinde olumlu etkiler gézlenmistir (Shimazaki vd.,
2008).
1.4.2.3. Halitosis iizerine etkisi

Halitosis hos olmayan, kotii agiz kokusu ya da nefesi tanimlamaktadir (Ayliker ve
Colak, 2013). Halitosis patolojik ve patolojik olmayan nedenlerden 6tiirii olusan ugucu
molekiiller nedeniyle olusmaktadir. Bu ugucu bilesenler; kiikiirt bilesenleri, aromatik
bilesenler, nitrojen igeren bilesenler, aminler, kisa zincirli yag asitleri, alkoller, fenil
bilesenleri, alifatik bilesenler ve ketonlardir (Campisi vd., 2011).

Sistein, methionin, triptofan, arjinin ve lizinin mikrobiyal degradasyonu ile agiga
cikan ucgucu kiikiirt bilesenleri halitosisin ana nedeni olarak kabul edilmektedir Agiz
boslugundaki baslica ugucu kiikiirt bilesenleri hidrojen siilfit, metil merkaptan ve dimetil
stilfittir (Bollen ve Beikler, 2012).

Yapilan ¢alismalar yetiskenlerin %15-35’inde, ¢ocuklarin ise %14,5-40,9’unda
halitosise rastlandigini bildirmektedir. Bu problemin yiiksek oranda yaygin olmasi ve
sosyal yasama negatif etkileri dis hekimi ziyaretlerinin en yaygin nedenlerinden biri
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Halitosis vakalarinin %90°1 dilin kaplanmasi, dis eti ve
periodontal hastaliklar, dis ciiriikleri gibi oral nedenlerden kaynaklanmaktadir. Halitosis
ile 1iligkili yapilan kiiltiirel calismalar Bacteroides spp., Centipeda periodontii,
Eubacterium  spp., Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium periodonticum,
Selenomonas artemidis, Treponema denticola, Peptostreptococcus anaerobius,
Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Prevotella loescheii, Solobacterium moorei gibi anaerobik bakterilerin siilfiir bilesikleri
olusturdugunu gostermistir (Ren vd., 2016).

Laktik asit bakterilerinin insan sagligi iizerindeki genis spektrumdaki yararh
etkileri, halitosis inhibe edici 6zelliklerinin arastirilmasinda etkili olmustur (Allaker ve
Stephen, 2017). L. salivarus’un halitosis lizerine etkisinin arastirildigi bir ¢alismada
bakteri hastalara tablet seklinde verilmistir. Iki haftanin sonunda agiz kokusu

parametrelerinin diistiigii bildirilmistir (Iwamoto vd., 2010).
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2. MATERYAL ve YONTEM
2.1. Materyal

2.1.1. Biyofilm 6rnekleri

Biyofilm &rnekleri Siileyman Demirel Universitesi Pedodonti Klinigi’ne gelen 6-

10 yas arasi cocuklarin dis yiizeylerinden ekiivyon yardimi ile alinmistir. Etik izin

Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul Baskanligi’'ndan almmistir

(11.02.2013/509). Calismada Helsinki Bildirgesi prensipleri takip edilmistir.

2.1.2. Besiyerleri
2.1.2.1. MRS (de Man, Rogosa, Sharpe) agar
MRS Agar (Merck, 110660) 682 ¢g
Distile su 1000 ml
Besiyerinin distile suda ¢oziinmesi saglandiktan sonra
otoklavlanarak steril edilmistir.
2.1.2.2. BHI (Brain Heart Infusion) agar
BHI Agar (Sigma-Aldrich, 70138) S2¢g
Distile su 1000 ml
Besiyerinin distile suda ¢oziinmesi saglandiktan sonra
otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.2.3. Mitis salivarus agar

Mitis Salivarus Agar (Sigma-Aldrichi 01337) 9¢g
%1°lik potasyum telliirit I ml
Distile su 1000 ml

121°C’de 15 dakika

121°C’de 15 dakika

Besiyerinin distile suda ¢oziinmesi saglandiktan sonra 121°C’de otoklavlanarak

steril edilmistir. Besiyeri 60°C’ye kadar soguduktan sonra steril 1 ml potasyum telliirit

eklenmistir.

2.1.2.4. M 17 agar
M 17 Agar (Merck, 115108) S5¢g
Distile su 1000 ml

Besiyerinin distile suda ¢oziinmesi saglandiktan sonra

otoklavlanarak steril edilmistir.
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2.1.2.5. Patates dekstroz agar

Patates Dekstroz Agar (Merck, 110130) 39¢g

Distile su 1000 ml

Besiyerinin distile suda ¢o6ziinmesi saglandiktan sonra 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak steril edilmistir.
2.1.2.6. Mueller hinton agar

Mueller Hinton Agar (Merck, 105437) 35¢g

Distile su 1000 ml

Besiyerinin distile suda ¢oziinmesi saglandiktan sonra 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.2.7. Kongo red agar (CRA)

BHI Broth 37¢g
Siikroz 50g
Agar 20¢g
Kongo red 0,8¢g
Distile su 1000 ml

Besiyerinin distile suda ¢oziinmesi saglandiktan sonra 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak steril edilmistir.
2.1.2.8. Nutrient agar

Nutrient Agar (Merck,105450) 20g

Distile su 1000 ml

Besiyerinin distile suda ¢oziinmesi saglandiktan sonra 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak steril edilmistir.
2.1.2.9. MRS (de Man, Rogosa, Sharpe) broth

MRS Broth (Merck, 110661) 50g

Distile su 1000 ml

Besiyerinin distile suda ¢oziinmesi saglandiktan sonra 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak steril edilmistir.
2.1.2.10. BHI (Brain Heart Infusion) broth

BHI Broth (Sigma-Aldrich, 70138) S2¢g

Distile su 1000 ml

Besiyerinin distile suda ¢oziinmesi saglandiktan sonra 121°C’de 15 dakika

otoklavlanarak steril edilmistir.

19



2.1.2.11. Koyun kanli agar
Koyun Kanli agar GBL firmasindan satin alinmigtir.
2.1.2.12. Skim milk Besiyeri
Skim milk 10g
Distile su 100 ml
Besiyerinin distile suda ¢oziinmesi saglandiktan sonra 121°C’de 10 dakika

otoklavlanarak steril edilmistir.
2.1.2.13. F-12K (Kaighn's Modification of Ham's F-12 Medium; Sigma, N3520)

%10’luk inaktive edilmis Fetal Sigir Serumu (Sigma, F6178)
%1 penisilin sterptomisin (Sigma, P0781)
%7,5 NaHCOs ilave edilerek kullanilmastir.

2.1.3. Kimyasallar ve ¢ozeltiler
2.1.3.1. %20’lik gliserol

Gliserol 20 ml
Distile su 80 ml
Gliserol ve distile su karistirildiktan sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril

edilmistir.

2.1.3.2. %3’liik hidrojen peroksit
%35’lik hidrojen peroksit 8,57 ml
Distile su 91,43 ml

2.1.3.3. 20 mM Tris-HCI
Tris-HCI (Sigma-Aldrich) 0,3152 g
Distile su 100 ml
2.1.34. 2mM EDTA
EDTA (Sigma-Aldrich) 0,058 g
Distile su 100 ml
2.1.3.5. %1,2’lik Triton X-100
Triton X-100 (Sigma-Aldrich) 1,2 ml
Distile su 98,8 ml
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2.1.3.6. Lizozim soliisyonu
Lizozim (Sigma-Aldrich) 2g
Distile su 100 ml

2.1.3.7. Liziz soliisyonu
20 mM Tris-HCI
2 mM EDTA
%1,2 Triton X-100

20 mg/ml lizozim

Tiim bilesenler 100 ml distile suya tamamlandiktan sonra pH 8’e ayarlanmistir.

2.1.3.8. Fosfat tamponu (PBS)

NaCl 8g
KCl 02¢g
Na;HPOq4 1,44 ¢
KH2PO4 0,24 g
Distile su 1000 ml

Tim bilesenler distile su ile karistirildiktan sonra pH 7,2’ye ayarlanmistir.

121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.9. 0,72 N Trikloroasetik asit (TCA)
Trikloroasetik asit 118 ¢
Distile su 1000 ml

2.1.3.10. Na:CO0s.Na4P:0; ¢ozeltisi

Sodyum karbonat 150 g
Sodyum difosfat 20g
Distile su 1000 ml

2.1.3.11. Fenol aywract
Folin Ciocalteu’s fenol ayiraci 50 ml

Distile su 100 ml

Fenol ayiract 1:2 oraninda distile su ile karistirilmistir ve taze olarak hazirlanmistir.

2.1.3.12. 1 N H,S0;,
H2S0Oq4 1,67 ml
Distile su 1000 ml
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2.1.3.13. Amonyum molibdat ((NH4):2M0024) ¢ozeltisi

Amonyum molibdat

Distile su

2.1.3.14. Potasyum iyodiir (KI) ¢ozeltisi
Potasyum iyodiir

Distile su

2.1.3.15. 0,2 mM DPPH soliisyonu
DPPH (Sigma-Aldrich, D9132)

Distile su

2.1.3.16. 7 mM ABTS" soliisyonu
ABTS (Sigma-Aldrich, A1888)

Distile su

2.1.3.18. Fizyolojik tuzlu su (FTS)
NaCl

Distile su

2.1.3.19. 2,5 mM potasyum persiilfat (K2S:0s)

Potasyum perstilfat

Distile su

2.1.3.20. %33’liik asetik asit
Asetik asit

Distile su

2.1.3.21. %3’liik glutaraldehit
%25 Glutaraldehit

Distile su

2.1.3.22. 1 X TAE soliisyonu
50 X TAE (Sigma-Aldrich, SRE0033)

Distile su

2.1.3.23. Antibiyotik diskleri
Ampisilin (AM 10 pg/disk, Bioanalyse)
Eritromisin (E 15 pg/disk, Bioanalyse)
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Gentamisin (CN 10 pg/disk, Bioanalyse)

Klindamisin (DA 2 pg/disk, Bioanalyse)

Metisilin (ME 5 pg/disk, Bioanalyse)

Metronidazole (MET 5 pg/disk, Bioanalyse)

Okzasilin (OX 1 pg/disk, Bioanalyse)

Sefalotin (KF 30 pg/disk, Bioanalyse)
Siilfometoksazol+trimethoprim (SXT 25 pg/disk, Bioanalyse)
Tetrasiklin (TE 30 pg/disk, Bioanalyse)

Vankomisin (VA 30 pg/disk, Bioanalyse)

Kloramfenikol (C 30 pg/disk, Bioanalyse)

Kanamisin (K 30 pg), penisilin G (P 10 U/disk, Bioanalyse)
Streptomisin (S 10 pg/disk, Bioanalyse)

Amikasin (AK 30 pg/disk, Bioanalyse)

Netilmisin (NET 30 pg/disk, Bioanalyse)

Imipenem (IPM 10 pg/disk Bioanalyse)

Linezolid (LNZ 30 pg/disk Bioanalyse)

2.1.3.24. Antifungal diskleri
Ketocanozole (KTC 10 pg /disk, Bioanalyse)
Posaconazole (POS 5 pg /disk, Bioanalyse)
Itraconazole (ITR 10 pg /disk, Bioanalyse)
Fluconazole (FLU 25 pg/disk, Bioanalyse)
Nistatin (NY 100 U/disk, Bioanalyse)
Amphotericin B (AMB 100 U/disk, Bioanalyse)
Caspofungin (CAS 5 pg /disk, Bioanalyse)
Voriconazole (VOR 1 ug /disk, Bioanalyse)

2.2. Yontem
2.2.1. Orneklerin alnmasi

Siileyman Demirel Universitesi Pedodonti Klinigi’ne gelen 6-10 yas aras1 saglikli
cocuklardan dis fircalamasindan en az 12 saat sonra sabah saatlerinde biyofilm

orneklemesi klinikteki uzman kisi tarafindan yapilmistir. Bu 12 saat i¢inde hastalar
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yemek yememis ve oral hijyen iiriinleri kullanmamiglardir. Transport ekiivyonlar ile
alinan ornekler soguk zincirle Eskisehir Teknik Universitesi Mikrobiyoloji

Laboratuvari’na getirilmistir.

2.2.2. Orneklerin kiiltiire edilmesi

Orneklerin kiiltiire edilmesi i¢in Brain Heart Infusion Agar (BHI), DeMan, Rogosa,
Sharpe Agar, (MRS), Mitis Salivarus Agar, M17 Agar, Kanli Agar ve Patates Dekstroz
Agar (PDA), Nutrient Agar (NA) besiyerleri kullanilmistir. Kat1 besiyerlerine ekim
yapildiktan sonra %5 CO- igeren etiivde 24-48 saat inkiibe edilmistir.

2.2.3. Mikroorganizmalarin izolasyonu
Inkiibasyondan sonra farkli morfolojilerdeki koloniler segilerek saflastirilmustir.
Gram boyama ile safliklar1 kontrol edildikten sonra %Z20’lik gliserolde -80°C’de

stoklanmustir.

2.2.3.1. Gram boyama

Uygun kat1 besiyerinde %5 CO; iceren etiivde 24 saat inkiibe edilen izolatlar lama
yayilip kurutularak preparat hazirlanmistir ve ateste fikse edilmistir. Kristal viyole ile 1
dakika boyandiktan sonra su ile yikanmistir. 1 dakika liigol ile boyandiktan sonra su ile
yikanmistir. Ardindan %95°lik etanol ile 20-25 dakika dekolorize edilmis ve tekrar su ile
yikanmistir. Son olarak preparat safranin ile 40-45 saniye boyandiktan sonra tekrar
yikanmistir. Hazirlanan preparat 151k mikroskobunda incelenmis ve pembe renkli
bakteriler Gram negatif, mor renkli hiicreler Gram pozitif olarak degerlendirilmistir.

Maya morfolojisinde goriinen izolatlar ayrilmistir (Tamer vd., 1989).

2.2.3.2. Katalaz testi

Uygun kati besiyerinde %5 CO- iceren etiivde 24 saat inkiibe edilen izolatlarin
izerine birkag¢ damla %3’liikk hidrojen peroksit (H202) damlatilarak gaz kabarcigi olusup
olusmadig1 gozlenmistir. Gaz kabarcig1 olusturan izolatlar katalaz pozitif, olusturmayan

izolatlar ise katalaz negatif olarak degerlendirilmistir (Akgelik vd., 2000).
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2.2.4. Bakterilerin molekiiler tanilamasi

Bakterilerin molekiiler tanilanmasi 16S rRNA gen bolgesinin dizi bilgisine gore
yapilmistir. Bakterilerin genomik DNA izolasyonu yapildiktan sonra 16S rRNA gen
bolgesi i¢in PCR kurulmustur. Elde edilen PCR firiinlerini saflastirildiktan sonra

Macrogen Europe ve Medsantek sirketlerine dizi analizi yaptirilmistir.

2.2.4.1. Genomik DNA izolasyonu
Bakterilerin genomik DNA izolasyonu GeneJET genomik DNA saflagtirma kiti
(ThermoFischer Scientific) kullanilarak yapilmistir. Kitin protokolii asagidaki gibidir:

e 24 saatlik taze kiiltiir 5000 x g’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen
pelet 180 pl liziz tamponunda resiispanse edilmis ve 37°C su banyosunda 30
dakika inkiibe edilmistir.

e 200 pl liziz solisyonu ve 20 pl proteinaz K eklenmis ve homojen bir
siispansiyon elde etmek i¢in vortekslenmistir. Ardindan 56°C su banyosunda 30
dakika inkiibe edilmistir.

e 20 pl RNase A soliisyonu eklenip vortekslendikten sonra 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir.

e Ardindan 400 pul %50 etanol eklendikten sonra vortekslenmistir.

e Lizat kolona transfer edilmis ve 6000 x g’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra
koleksiyon tiiptindeki siv1 uzaklastirilmistir.

e 500 ul yikama soliisyonu I eklenmis ve 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edildikten
sonra koleksiyon tiiptindeki s1v1 uzaklastirtlmigtir.

e 500 ul yikama soliisyonu II eklenmis ve 3 dakika 12000 x g’de santrifiij
edilmisgtir.

e 50 ul eliisyon tamponu kolonun merkezine eklendikten sonra 2 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmis ve 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

e FElde edilen DNA -20°C’de saklanmustir.

2.2.4.2. 16S rRNA gen bolgesi amplifikasyonu
16S rRNA gen amplifikasyonu i¢in reaksiyon bilesenleri:
e 10X TaqBuffer (+KCI-MgCl,) 2,5 ul
e 25 mM MgCl 2,5ul
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e 2.5 mM dNTP mix 2,5 ul

e 2.5mM 27 F primer 2,5 ul
e 2.5mM 1492 R primer 2,5 ul
e Taq polimeraz (5 u/pl) 0,25 pl
e Niikleaz icermeyen distile su 11,75 wl
e Kalip DNA 1l

PCR kosullari; 6n denatiirasyon 94°C 3 dk; denatiirasyon 94°C 30 sn, baglanma
55°C 1 dk, uzama 72°C 2 dk, 35 dongii; son uzama 72°C 5 dk seklindedir. Reaksiyon
sonucunda elde edilen iriinler 1X TAE tamponu i¢inde %1’lik agaroz jelde
goriintiilenmistir.

Kullanilan primerler:

27 F: 5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3'

1492 R: 5'-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3' (Pratten vd., 2003).

2.2.4.3. PCR iiriinlerinin saflastiriimasi
PCR firiinlerinin saflastirilmasi GFX PCR saflastirma kiti (Sigma-Aldrich)
kullanilarak yapilmistir. Kitin protokolil asagidaki gibidir:
e 100 pl PCR iiriinii i¢in 500 pl capture tamponu eklenir ve karistirilir. Karigimin
sar1 renge doniismesi beklenir.
e Karisim kolona aktarilir ve 30 sn 16.000 x g’de santrifiij edilir.
¢ Santrifiij sonrasinda koleksiyon tiipiinde toplanan karisim atilir ve kolona 500 pl
yikama tamponu eklenerek 30 sn 16.000 x g’de santrifiij edilir.
e Kolon yeni bir santrifiij tiipiine alinir. 50 ul eliisyon tampon eklenerek 1 dk oda

sicakliginda inkiibe edilir.

1 dk 16.000 x g’de santrifiij edildikten sonra 6rnek -20°C’de saklanmustir.

2.2.4.4. 16S rRNA dizilerinin BLAST analizi

Dizi analizi sonucu elde edilen 16S rRNA gen dizileri BioEdit programi
kullanilarak diizenlenmistir. 27F ve 1492R primerleri ile okunan diziler birlestirilmistir
ve National Center for Biotechnology (NCBI) web sitesinde bulunan GenBank
veritabanindaki diger 16S rRNA dizileriyle BLAST programi kullanilarak
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karsilastirilmistir.  izolatlarin tiir diizeyinde tamilamasi yiizde benzerlik oraniyla

belirlenmistir.

2.24.5. Filogenetik yakinlik

Diziler BLAST analizinde yiiksek benzerlik gosterdikleri referans diziler ile birlikte
MEGA 7.0.26 programinda yatay hizalanmis ve diizenlenmistir. Ardindan ayni
programda Maximum Likelihood algoritmasi ile filogenetik agaglar olusturulmustur.
Agag topolojisinin gegerliligi bootstrap yontemi ile (1000 tekrar) kontrol edilmistir
(Kumar vd., 2016).

2.2.5. Mayalarin biyokimyasal tanilanmasi

Mikroskobik inceleme sonrasinda maya oldugu tespit edilen izolatlarin tanilanmasi
icin Vitek® 2 (Biomerieux) cihazi kullanilmistir. Saf izolatlarin 3 ml tuzlu su (%0,45 su,
%0,5 NaCl, pH 4.5-7.0) i¢inde bulaniklik ayar1 DensiChek™ ile 1.80-2.20 McFarland
araliginda olacak sekilde yapilmistir. Mayalar icin iiretilmis olan kartta karbon
kaynaklarmin kullanimi, enzim aktivitesi ve direnclilik 6l¢cen 46 adet biyokimyasal test
bulunmaktadir. Yaklagik sekiz saatlik inkiibasyon sonunda her testin bulaniklig1 ya da
metabolizma iriinlerinin rengi Olgililerek sonu¢ “+7, “—”, “(-)” ya da “(+)” olarak
verilmektedir. Parantez igindeki sonuglar zayif reaksiyonlari gostermektedir (Pincus,

2005).

2.2.6. Laktik asit bakterilerinin gastrointestinal sartlara direnci
Laktik asit bakterilerinin gastrointestinal sartlara direngli olup olmadiklarim

belirlemek i¢in lizozim, pepsin, pankreatin, safra tuzu direng testleri yapilmistir.

2.2.6.1. Lizozim direnci

Bakterilerin lizozim direnci kuyucuk difiizyon yontemi ile belirlenmistir. MRS agar
besiyerine %2 oraninda bakteri siispansiyonu (McFarland 1.0) inokiile edilmistir.
Besiyeri donduktan sonra 8 mm ¢apli agar delici ile agilan kuyucuklara 100 pl lizozim
soliisyonu aktarilmigtir. 37°C’de 24 saat inkiibasyon sonunda kuyucuklarin etrafinda
olusan inhibisyon zonlar1 6l¢iilmiistiir. Lizozim soliisyonu 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1 ve 10
mg/ml konsantrasyonlarinda hazirlanmistir (Koll vd., 2008). Calisma ¢ift paralel olarak
yapilmustir.
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2.2.6.2. Pepsin direnci

Laktik asit bakterilerinin gecelik kiiltiirleri 10.000 x g’de 10 dakika santrifiij edilmis
ve iki defa PBS (pH 7,2) ile yikanmustir. Pepsin direnci i¢in; pelet 3 mg/ml pepsin i¢eren
pH 2 ve pH 3 PBS tamponunda resiispanse edilmistir. 0., 3.ve 4. saatte MRS agar
besiyerine damla plak yontemi ile ekim yapilmistir. 37°C’de 24 saat inkiibasyon sonunda

koloni sayimi1 yapilmistir (Taheur vd., 2016). Calisma cift paralel olarak yapilmistir.

2.2.6.3. Pankreatin direnci

Laktik asit bakterilerinin gecelik kiiltiirleri 10.000 x g’de 10 dakika santrifiij edilmis
ve iki defa PBS (pH 7,2) ile yikanmustir. Pankreatin direnci i¢in; pelet 1 mg/ml pankreatin
iceren PBS tamponunda restispanse edilmistir. 0. ve 4. saatte MRS agar besiyerine damla
plak yontemi ile ekim yapilmistir. 37°C’de 24 saat inkiibasyon sonunda koloni sayimi

yapilmistir (Taheur vd., 2016). Calisma ¢ift paralel olarak yapilmistir.

2.2.6.4. Safra tuzu (oxgall) direnci

MRS broth besiyerine final konsantrasyonu %0,08, %0,16, %0,3, %0,6, %1,25,
%2,5 ve %5,0 olacak sekilde safra tuzu eklenmistir. 180 pl safra tuzu igeren besiyerine
20 ul bakteri kiiltiirii inokiile edilerek 37°C’de inkiibe edilmistir. 0., 3. ve 24. saatte 630
nm’de optik yogunluk Olciilmiistir (Koll vd., 2008). Calisma c¢ift paralel olarak
yapilmustir.

2.2.7. Laktik asit bakterilerinin agregasyon aktiviteleri

2.2.7.1. Otoagregasyon

Bakteriler 5.000 x g’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra pelet iki defa PBS ile
yikanmistir. Ayni tampon ile resiispanse edilen bakterilerin 600 nm’deki optik yogunlugu
Ol¢lilmiistiir. Oda sicakliginda 4 saatlik inkiibasyon boyunca her saat iist fazdan 6l¢iim
yapilmistir (Bosch vd., 2012). Calisma ¢ift paralel olarak yapilmistir. Otoagregasyon

aktivitesi asagidaki formiil ile hesaplanmistir.
Agregasyon kapasitesi = 1-(OD¢/ ODo) x 100

ODx: 4. saatteki optik yogunluk
ODy : Baslangictaki optik yogunluk
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2.2.7.2. Koagregasyon

Bakterilerin koagregasyon aktivitelerinin belirlenmesi i¢in patojen bakteri olarak
Escherichia coli, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus mutans ATCC
2575 segilmistir. Bakteri siispansiyonlar1 otoagregasyon icin belirtilen gekilde
hazirlanmistir. Laktik asit bakterisi ve patojen bakteri siispansiyonlarindan esit hacimde
alinarak iyice karigtirllmistir. Tiim bakteriler kendi siispansiyonlartyla birlikte 5 saat oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda iist fazin 600 nm’deki optik
yogunlugu Olciilmiistiir (Taheur vd., 2016). Calisma ¢ift paralel olarak yapilmistir.
Koagregasyon aktivitesi asagidaki formiil ile hesaplanmaistir.

Koagregasyon kapasitesi =

[(ODpatojentODLAB)-2 X (ODnmix) / (ODpatojentODraB)] x 100

ODpatojen : Patojen bakterilerin optik yogunlugu

ODtaB : LAB’lerinin optik yogunlugu

ODmix : Patojen ve LAB’lerinin birlikte optik yogunlugu

2.2.8. Laktik asit bakterilerinin hiicre-yiizey hidrofobisitesi

Hiicre-yiizey hidrofobisitesi ii¢ farkli ¢oziicii ile (n-hekzadekan, kloroform, etil
asetat) test edilmistir. Bakterilerin gecelik kiiltiirleri 10.000 x g’de 10 dakika santrifiij
edilmigtir ve pelet iic defa PBS ile yikanmistir. Ayni tamponda resiispanse edildikten
sonra 580 nm’de optik yogunlugu OSlciilmiistiir (1. okuma). Ardindan 1,5 ml hiicre
siispansiyonu ile esit hacimde ¢oziicii 2 dakika vortekslenmistir. Elde edilen karisim, iki
fazin iyice ayrilabilmesi icin 20 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Ust faz dikkatlice
alinarak 580 nm’de 2. okuma yapilmistir (Taheur vd., 2016). Calisma ¢ift paralel olarak
yapilmustir. Hiicre-yiizey hidrofobisitesi asagidaki formiil ile hesaplanmistir.

% HldI‘OfOblSlte = [(ODl_okuma‘ODZ_okuma) /ODI,Qkuma)] X 100

2.2.9. Laktik asit bakterilerinin enzim aktivitesi

Laktik asit bakterilerinin enzim aktivitesi API ZYM (Biomerieux) ile belirlenmistir.
Kit 19 enzimin (alkalin fosfataz, esteraz, esteraz lipaz, lipaz, 16sin arilamidaz, valin
arilamidaz, sistein arilamidaz, tripsin, a-kimotripsin, asit fosfataz, napthol-AS-BI
fosfohidrolaz, o-galaktosidaz, [-galaktosidaz, p-glukuronidaz, o-glukosidaz, f3-
glukosidaz, N-asetil-B-glukozaminidaz) varligini belirlemektedir. Test seridinde bulunan

kuyucuklara 65 pl bakteri kiiltirii aktarilmig, 37°C’de 4 saat inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyon sonunda birer damla ZYM A ve ZYM B aymraglari damlatilmistir.
Kuyucuklardaki renk degisimi enzim aktivitesinin varligi olarak degerlendirilmistir

(Taheur vd., 2016).

2.2.10. Proteolitik aktivite

Laktik asit bakterileri MRS broth igerisinde 37°C’de %5 CO» igeren kosullarda 24
saat slireyle inkiibasyona birakilarak aktif hale getirilmistir. Daha sonra, 5 ml skim milk
besiyeri ortamina %1 oraninda eklenerek 48 saat inkiibasyona birakilmigtir.

Kiiltiirlerin {izerine 1 ml distile su, daha sonra 10 ml 0,72 N trikloro asetik asit
(TCA) ilave edilmis ve ornekler iyice karistirtlmistir. Oda sicakliginda 10 dakika siireyle
bekletildikten sonra Whatman 1 nolu filtre kagidindan geg¢irilerek siiziilmiislerdir. Olusan
stiziintiden 2,5 ml ayr1 bir tiip igersine almip ve lizerine 5 ml NaxCO3.NasP,O7
cozeltisinden konularak iyice ¢alkalanmistir. Daha sonra {izerlerine 1,5 ml Fenol ayiract
konarak koyu mavi bir renk olusuncaya kadar c¢alkalanmigtir. Renk olusumunun
gozlemlenmesinden sonra drnekler 8000 rpm’ de 15 dakika siireyle santrifiij edilmistir.
Ustte olusan berrak mavi siv1 almarak 650 nm’de optik yogunluklari dl¢iilmiistiir (Epoch
2, BioTech). Elde edilen degerler proteolitik aktivite i¢in ¢ikarilan standart egriye gore,
pg / ml cinsinden degerlendirilmistir (Ashim, 1994).

Standart egri olusturmak icin tirosin aminoasidi kullanilmustir. Igerisinde 5 ml skim
milk besiyeri igeren tiiplere sirasiyla 0,02, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 ve 1 mg tirosin /ml olacak
sekilde tirosin eklenerek ¢ozelti serisi elde edilmistir. Serideki her bir tiip birer izolat gibi
diistiniiliip, izolatlar i¢in uygulanan islemler ¢ozeltilere de uygulanmistir ve yine 650
nm’de optik yogunluklar1 Sl¢lilmiistiir. Daha sonra elde edilen OD degerleri grafik

iizerine yerlestirilerek standart egri olusturulmustur (Aslim, 1994).

2.2.11. Hidrojen peroksit iiretimi

Laktik asit bakterileri MRS broth igerisinde 37°C’de %5 CO> igeren kosullarda 24
saat siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiirlere 5 ml distile su ilave
edilmis ve 5000 rpm 15 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi bittikten sonra
iistte olusan acik renkli berrak sivi Whatman 42 nolu filtre kdgidindan gegirilmis ve elde
edilen filtrattan 4 ml alinarak ayr bir tiipe aktarilmigtir. 0,5 ml siilfiirik asit, 0,5 ml
amonyum molibdat ve 0,5 ml potasyum iyodiir ¢ozeltisi sirast ile tiip igerisindeki filtrata

ilave edilerek, manyetik karistirici kullanilarak karigtirllmigtir. Bu basamaklarin sonunda
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elde edilen stvinin optik yogunlugu 350 nm’de 6l¢iilmiistiir. Elde edilen optik yogunluk
degerleri; ayrica hazirlanan standart egriye gore pg/ml cinsinde hesaplanmistir (Mumcu,
1997).

0,1 ml saf (%35) hidrojen peroksit bu tayin i¢in olusturulmasi gereken standart egri
icin kullanilmistir. 30 ml distile su ilavesi ile tamamlandiktan sonra elde edilen ¢6zeltiden
1 ml baska bir falkona alinmis ve tekrar distile su ile 30 ml’ ye tamamlanmigtir. Elde
edilen ¢dzelti bir izolat gibi diisiiniilerek tiim islem basamaklari tek tek standart ¢ozeltiye
de uygulanarak egri elde edilmistir.

1 pg/ml hidrojen peroksite karsilik gelen hidrojen peroksit degeri standart egriye
gore hesaplanmstir. Izolatlardan elde edilen degerler ile standart egri karsilastirilarak

pg/ml cinsine ¢evrilmistir (Mumcu, 1997).

2.2.12. Laktik asit tiretimi

Laktik asit bakterilerinin laktik asit liretim miktarlar1 titrasyon yontemi ile
belirlenmistir. Izolatlarin gecelik kiiltiirleri 10 ml skim milk besiyerine %1 oraninda
inokiilasyon yapilarak 24 saat inkiibasyona birakilmis ve laktik asit iiretim tayininde bu
kiiltiirler kullanilmuistir. Calisma ¢ift paralel olarak gergeklestirilmistir. Inkiibasyon
sonunda 10 ml olan aktif kiiltiirler erlene alinarak iizerine 90 ml distile su eklenip 100
ml’ye tamamlanmistir. Elde edilen karigimin {izerine 5 damla fenol fitalein indikatorii
damlatilip karstirildiktan sonra 0,1 N NaOH c¢ozeltisi ile titre edilmistir. Kiiltiirlerin
iirettigi asit, titre edilebilir yiizde asitlik olarak hesaplanmistir (Geng, 2016).

Asidite (%laktik asit) = (C x 0.009: S) x 100

0.009: 0.1 N sodyum hidroksitin titre ettigi laktik asitin g cinsinden miktar1

C: titrasyonda harcanan sodyum hidroksit (ml)

S: titrasyonda kullanilan kiiltiir (ml)

2.2.13. Antioksidan aktivite

Laktik asit bakterilerinin hiicre silispansiyonlarinin, kiiltlir siipernatantinin ve
sonikasyona tabi tutulmus hiicre siispansiyonlarinin 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
ve 2,2' -azino-di-[3-etilbenzthiazolin siilfonat] ABTS" serbest radikallerini yakalama

aktiviteleri belirlenmistir.
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2.2.13.1. DPPH serbest radikali yakalama aktivitesi

Laktik asit bakterilerinin gecelik kiiltiirleri 4°C 6000 x g’ de 10 dakika santrifiij
edilmis ve {i¢ defa fizyolojik tuzlu su (FTS) ile yikanmistir. Kiiltiir siipernatant1 (KS),
PBS ile resiispanse edilmis hiicre siispansiyonu (HS) ve 15 dakika siispansiyona tabi
tutulan hiicre siispansiyonunun (SHS) aktiviteleri denenmistir.

Kullanilacak siispansiyon (1 ml), etanolik 0,2 mM DPPH soliisyonu ile karistirilmis
ve 30 dakika oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilmistir. Kontrol grup i¢in drnek yerine
distile su, kor olarak ise DPPH soliisyonu yerine etanol kullamlmistir. inkiibasyon
sonunda 6000 x g’de 10 dakika santrifiij edilen 6rneklerin 517 nm’de optik yogunluklar1
Ol¢iilmiistiir (Tang vd., 2017). Serbest radikal yakalama aktivitesi asagidaki formiil ile
hesaplanmuistir.

Serbest radikal yakalama aktivitesi (%) = [(1-(ODésmek-ODxsr)/ODxontrol] X 100

2.2.13.2. ABTS" serbest radikal yakalama aktivitesi

Laktik asit bakterilerinin gecelik kiiltiirleri 4°C 6000 x g’ de 10 dakika santrifiij
edilmis ve ¢ defa fizyolojik tuzlu su (FTS) ile yikanmigtir. 7 mM ABTS" ve 2,5 mM
potasyum persiilfat esit hacimde karistirilarak 16 saat karanlikta inkiibe edilmistir. Elde
edilen ABTS" soliisyonu, optik yogunlugu 734 nm’de 0,7 olacak sekilde distile su ile
dilie edilerek calisma soliisyonu hazirlanmistir. Kiiltiir siipernatant1 (KS), PBS ile
reslispanse edilmis hiicre siispansiyonu (HS) ve 15 dakika slispansiyona tabi tutulan hiicre
siispansiyonunun (SHS) aktiviteleri denenmistir. KS, HS ya da SHS’den 20 pl alinarak 2
ml ABTS" galisma soliisyonu ile karigtiritlmis ve 6 dakika oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Distile su, ABTS" karisimi kor olarak kullanilmistir. Optik yogunluk 734
nm’de Ol¢iilmiistiir (Cao vd., 2018). Serbest radikal yakalama aktivitesi asagidaki formdil
ile hesaplanmustir.

Serbest radikal yakalama aktivitesi (%) = [1- ODgmek / ODxsr | x 100

2.2.14. Hemolitik aktivite

Laktik asit bakterilerinin kanl agara ekimi yapilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda bakterilerin f-hemoliz (kolonilerin etrafinda seffaf zon),
a-hemoliz (kolonilerin etrafinda yesil renkli zon) ve y —hemoliz (zon olusmamasi)

aktiviteleri incelenmistir (Taheur vd., 2016).

32



2.2.15. Bakterilerin antibiyotik duyarhhklarinin belirlenmesi

Laktik asit bakterileri MRS broth besiyerinde, diger bakteriler BHI broth
besiyerinde 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda bakterilerin
McFarland 1’e diliisyonu yapilmistir. Laktik asit bakterileri MRS agar besiyerine, diger
bakteriler BHI agar besiyerine 100 pl aktarildiktan sonra steril ekiivyon ile yayilmistir.
Ardindan ekim yapilan petrilere steril pens ile esit araliklarla antibiyotik diskleri
yerlestirilmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonunda disklerin ¢evresinde olusan inhibisyon

caplart 6l¢iilmiistiir.

2.2.16. Mayalarin antifungal duyarhhiklarinin belirlenmesi

Maya izolatlar1 PDB besiyerinde 37°C’de 24 saat inkiibe edilmis, McFarland 1’e
gore diliisyonlar1 yapilmistir. PDA besiyerine 100 ul aktarildiktan sonra steril ekiivyon
ile yayilmistir. Ardindan ekim yapilan petrilere steril pens ile esit araliklarla antifungal
diskleri yerlestirilmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonunda disklerin ¢evresinde olusan

inhibisyon ¢aplar1 6l¢iilmiistiir.

2.2.17. Laktik asit bakterilerinin siipernatantlarimin antibakteriyal aktivitelerinin
belirlenmesi

MRS broth besiyerinde 24 saat inkiibe edilmis kiiltiirler 4°C, 11.000 x g’de 30
dakika santrifiij edilmistir. Santriflij sonunda olusan siipernatant baska bir tiipe alinmis
ve pH 5,6 ya ayarlanmistir. Deneyde kullanilacak patojen bakteriler; Gram (-), Gram (+)
bakteri ve maya olarak tanilanmis izolatlar arasindan secilmistir. Patojen
mikroorganizmalarin 24 saatlik kiiltiirlerinden McFarland 1°e gore dillisyon yapilmis,
100 pl Mueller Hinton Agar besiyerine aktarilarak steril ekiivyon ile yayilmistir. Besiyeri
yilizeyi kuruduktan sonra mantar delici ile 0,8 cm capinda kuyucuklar agilmistir. Bu
kuyucuklarin her birine 100 pl filtrat eklenmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonunda olusan

inhibisyon zonlarinin ¢aplari 6l¢iilmiistiir.
2.2.18. Mikroorganizmalarin biyofilm olusturma kapasitelerinin belirlenmesi

Mikroorganizmalarin biyofilm olusturma kapasiteleri Kongo kirmizili agar ve

mikrotitrasyon plagi yontemleri ile belirlenmistir.
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2.2.18.1. Kongo kirmizili agar (CRA) yontemi

Bakteriler BHI broth besiyerinde 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda CRA petrilerine ¢izgi ekim yontemi ile ekim yapilmistir. 37°C’de 24-48 saat
inkiibasyon siiresi sonunda agik kirmizi koloniler negatif, koyu kirmizi-siyah renkli

kolonilere sahip izolatlar biyofilm olusturma agisindan pozitif olarak degerlendirilmistir

(Kouidhi vd., 2010).

2.2.18.2. Mikrotitrasyon plak yontemi

Laktik asit bakterileri MRS, maya izolatlar1 PDB ve diger bakteriler BHI broth
besiyerinde 37°C 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda izolatlar miktotitrasyon
plaginda %2 oraninda seker igeren ayni besiyerine %10 oraninda inokiile edilmigtir. Ayni
inkiibasyon sartlarinda inkiibe edilmistir. Gelisen kiiltiirlerin 490 nm’de optik
yogunluklar1 kontrol edilmistir. Ardindan mikrotitrasyon plaklari fizyolojik tuzlu su ile
iicer defa yikanmis, boylece planktonik bakterilerin uzaklasmasi saglanmistir. Plaklar
kuruduktan sonra, kuyucuklar 200 pl %96’lik metanol ile 5 dakika muamele edilmistir
ve bdylece biyofilm olusturan bakterilerin fiksasyonu saglanmistir. Inkiibasyon sonunda
metanol uzaklastirilmig ve plaklar kurutulmustur. Kuyucuklara 200 pl %1°lik kristal
viyole eklenmis, 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Boya nazikce yikandiktan
sonra 200 pl %33’lik asetik asit eklenerek 570 nm’de optik yogunluk olc¢tilmustiir.
Negatif kontrol olarak bakteri eklenmemis besiyeri kullanilmistir (Rossoni vd., 2018).
Biyofilm olusumunda farkli karbonhidratlarin etkisini incelemek amaciyla besiyerine %2

oraninda glikoz, fruktoz, siikroz, laktoz, rafinoz, galaktoz ve maltoz eklenmistir.

2.2.19. Laktik asit siipernatantlarinin antiadezyon ve antibiyofilm aktiviteleri
2.2.19.1. Mikrotitrasyon plak yontemi

Antiadezyon ve antibiyofilm aktiviteleri incelenmek iizere secilen laktik asit
bakterileri 37°C 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirler 8.000 x g 15
dakika 4°C’de santriflij edilerek siipernatantlar elde edilmistir. pH degerleri 5,6’ya
sabitlenen siipernatantlar 0,22 um por ¢apli filtreden gegirilerek steril edilmistir (Rossoni
vd., 2018).

Laktik asit bakteri silipernatantlarinin antiadezyon aktivitesini belirlemek igin
secilen patojenler BHI broth besiyerinde 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon

sonunda kiiltiirlerin yogunluklar1 %2 siikroz igeren BHI broth besiyerinde McFarland 1’e
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gore ayarlanarak mikrotitrasyon plagma 100 pl ekim yapilmistir. 37°C’de 4 saat
inkiibasyon sonunda 100 pl siipernatant eklenerek 37°C’de 2 saat daha inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda kuyucuklar steril FTS ile yikanarak 2.2.16.2°de anlatildig1 sekilde
boyama yapilmistir. Kontrol olarak stipernatant eklenmemis kuyucuklar kullanilmistir.
Caligsma cift paralel olarak yapilmistir (Zamani vd., 2017).

Biyofilm inhibisyonu aktivitesi i¢in patojen bakteriler BHI broth besiyerinde
37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda kiiltiirlerin yogunluklar1 %2
stikroz iceren BHI broth besiyerinde McFarland 1’e gore ayarlanarak mikrotitrasyon
plagina 100 pl ekim yapilmistir. 37°C 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
kuyucuklardaki kiiltiir uzaklastirilarak steril FTS ile yikanmistir, 100 pl siipernatant
eklenerek 37°C 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kuyucuklar steril FTS ile
yikanarak 2.2.16.2°de anlatildig: sekilde boyama yapilmistir. Kontrol olarak siipernatant
eklenmemis kuyucuklar kullanilmigtir. Calisma ¢ift paralel olarak yapilmistir (Zamani
vd., 2017; Wasfi vd., 2018).

Deney sonuglarinda anti adezyon ve biyofilm inhibisyonu yiizdesi agagidaki formiil
ile hesaplanmistir (Costa vd., 2014).

Inhibisyon yiizdesi = 100 — (ODsrnek / ODkontrol) X 100

Inhibisyon yiizdesi yiiksek olan siipernatantlar belirlenerek hidroksiapatit (HA)

diskler iizerinde anti adezyon ve biyofilm inhibisyon aktiviteleri incelenmistir.

2.2.19.2. Hidroksiapatit disk yontemi

Otuz sekiz mm ¢ap, 6-8 mm kalinliktaki HA diskleri (Clarkson Chromatography,
060614) kullanilmistir. HA diskleri 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
24°lik mikrotitrasyon plakalarina alinan steril HA diskleri yapay tiikiiriik ile 1 saat
37°C’de inkiibe edilerek adezyon i¢in uygun hale getirilmistir (Giingér vd., 2013; Ahn
vd., 2018).

Anti adezyon aktivitesi i¢in seg¢ilen patojenler BHI broth besiyerinde 37°C’de 24
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerin yogunluklar1 %2 siikroz igeren
BHI broth besiyerinde McFarland 1’e gore ayarlanarak mikrotitrasyon plagina 100 pl
ekim yapilmistir. 37°C’de 4 saat inkiibasyon sonunda 100 pl siipernatant eklenerek
37°C’de 2 saat daha inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kuyucuklar steril FTS ile
yikanarak 2.2.16.2°de anlatildig1 sekilde boyama yapilmistir. Kontrol olarak siipernatant
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eklenmemis kuyucuklar kullanilmigtir. Calisma ¢ift paralel olarak yapilmistir (Zamani
vd., 2017).

Biyofilm inhibisyonu aktivitesi i¢in patojen bakteriler BHI broth besiyerinde
37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda kiiltiirlerin yogunluklar1 %2
stikroz iceren BHI broth besiyerinde McFarland 1’e gore ayarlanarak mikrotitrasyon
plagina 100 pl ekim yapilmistir. 37°C 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
kuyucuklardaki kiiltiir uzaklastirilarak steril FTS ile yikanmistir, 100 pl siipernatant
eklenerek 37°C 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kuyucuklar steril FTS ile
yikanarak 2.2.16.2°de anlatildig1 sekilde boyama yapilmistir. Kontrol olarak siipernatant
eklenmemis kuyucuklar kullanilmigtir. Calisma ¢ift paralel olarak yapilmistir (Zamani
vd., 2017; Wasfi vd., 2018).

Tiim deney setlerinde canli bakteri sayimi1 yapilmstir. inkiibasyondan sonra steril
FTS ile yikanan HA diskleri 1 ml FTS i¢inde 15 dakika sonikasyona tabi tutulmustur. Bu
sekilde disk yiizeyine baglanan ve biyofilm olusturan bakterilerin ayrilmasi saglanmistir.
Damla plak yontemi ile BHI agara ekim yapildiktan sonra 37°C 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda koloni sayimi yapilmistir. Inhibisyon yiizdesi asagidaki formiil ile
hesaplanmistir (Costa vd., 2014).

Inhibisyon yiizdesi = 100 — (log kobsmek / 10g kobkontrol) X 100

2.2.19.3. HA disklerinin SEM analizi

Kontrol ve filtrat eklenmis HA disklerinin taramali elektron mikroskobu (SEM)
(GeminiSem, Zeiss) goriintillemesi yapilmistir. Bunun i¢in HA diskleri FTS ile
yikandiktan sonra %3’liik glutaraldehit soliisyonu ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda %30-50-70-90’l1k etanol serilerinin her birinde 10 dakika
bekletildikten sonra kurumaya birakilir. Ardindan disklerin iizeri altin film ile kaplanir ve

Zeiss Ultra 50 SEM cihazinda incelenmistir (Kivang vd., 2018).

2.2.20. TR146 bukkal epitel hiicrelerinin hazirlanmasi

TR146 insan bukkal epitel hiicre hatt1 F-12K (Kaighn's Modification of Ham's F-
12 Medium) besiyerinde %5 COa iceren 37°C’lik inkiibatdrde yetistirilmistir. inkiibasyon
sonunda hiicrelerin plaktan ayrilmasini saglamak amaciyla %0,25 tripsin ve %0,02 PBS-
EDTA igeren ¢ozeltiyle inkiibe edilmistir. Yetistirme kab1 ylizeyinden ayrilan hiicreler,

besiyeri ile birlikte 2 ml hacimde bir hiicre siispansiyonu haline getirilmistir. Ardindan
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hiicre sayisini belirlemek amaciyla siispansiyondan 10 pl 6rnek alinarak 1:1 oranda
%0,04’1iik tripan mavisi ile karistirilmig CEDEX XS cihazinda sayim yapilmigstir.
Hiicrelerin sayisi belirlendikten sonra, TR146 hiicreleri her bir kuyucukta 5 x 10*
hiicre olacak sekilde 12 kuyucuklu plakalara ekilmistir. Hiicrelerin plaka yiizeyine
yapigmast i¢in plakalar 37°C’de, %5 CO. igeren bir inkiibatorde 24 saat boyunca

inkiibasyona birakilmaistir.

2.2.21. Laktik asit bakterilerinin halitosis iizerine etkisi

Antiadezyon ve antibiyofilm aktiviteleri incelenmis olan L. fermentum MRSC7.1,
L. fermentum BHIC7.4, L. rhamnosus LAB1.2.A, L. rhamnosus LAB1.4.A ve L. casei
LAB1.3.1.A izolatlarinin E. faecalis NA 12.3.2 ve S. anginosus NA 2.2a’nin neden
oldugu kotii kokuya etkisi degerlendirilmistir. Bu amagla tiim bakterilerin gecelik
kiiltiirlerinin McFarland 1’e gore siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Laktik asit bakterileri
icin MRS broth, diger bakteriler icin BHI broth besiyeri kullanilmistir. BHI broth besiyeri
hidrojen siilfiir iiretimini tesvik etmek amaciyla %1 oraninda sistein ve methionin ile
zenginlestirilmistir (Yoshida vd., 2009). Farkli 12°1lik mikrotitrasyon plaklarinda laktik
asit bakterileri esit hacimde E. faecalis NA 12.3.2 ve S. anginosus NA 2.2a ile birlikte 48
saat inkiibe edilmistir. Pozitif kontrol olarak E. faecalis NA 12.3.2 ve S. anginosus NA
2.2a ve TR146 hiicreleri ile birlikte kiiltiire edilmistir. inkiibasyon sonunda kétii koku 1-

5 araliginda degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Mikroorganizmalarin izolasyonu

[zolasyon sonucunda toplam 181 adet bakteri, 25 adet maya izolat: saf olarak elde
edilmigtir. Gram boyama sonucunda bakteri izolatlarindan 160 tanesinin Gram (+), 21
tanesinin Gram (-) oldugu belirlenmistir. Bakteri izolatlarindan 100 tanesinin katalaz (-),

81 tanesinin ise katalaz (+) 6zellikte oldugu goriilmiistiir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Bakteri izolatlarinin Gram reaksiyonlar: ve katalaz aktiviteleri

) Gram ) Gram

Izolat no reaksiyonu Katalaz  Izolat no reaksiyonu  Katalaz
KA A7.2 ) (+) M1713 () )
KA C5.2.1 (+) (+) M179.2.1 ) )
BHIC1.4.2 ) (+) KA10 () ()
BHI A5.3 () () M1712.1.4 ) ()
BHI A7.2 (+) (+) NAS.1a) (@) )
M17 C4.1.2 (+) (+) KA4.4(1)2 (@) )
M17 C4.2.2 () @) BHIA2.2 *) )
M17 C4.2.3 (@) (6] BHIAT.1 (@) (@)
KA 4.1(2) (6] (&) BHIAS.1 *) )
BHI A4.3 (6] ) BHIC1.2 (&) (&)
BHI A4.2 ) ©) BHIC1.3.3 ) ()
BHI A4.1 (+) @) BHIC7.4 (@) )
BHI C2.2 () () MitC3.3 ) )
KA 2.3 () () CA3.3a) * )
KA 4.2(3) ) ) LABS.2.B ) )
LAB 1.5.1.A (+) ) M176.2(2) (@) ()
KA 12.2 ) ) M1714.1 ) ()
KA10.1.1cizgi () ) M175.1(1) (@) ()
LABI.1.B ) ) M176.1.3 () )
MitC7.2.2 ) ) M176.1.3.1 () )
MitC8.3 () () LABIL.1.A ) )
KA6.1(1) ) ) LAB1.2.A ) -)
KA9b ) ) LABI32B (B -)
NA2.2b) (+) (+) 4.1.Y () )
NA2.2a) () ) NA9.4 ) )
KAS.1(1) (+) (+) NA6.1 ) (@)
KA6.1.1alt (+) (+) LABI1.3.B () )
KA1.2(2) () () CA5.1b) * )
NA9.3a) ) ) CAS5.1a) ) (+)
NA7.3¢) () (6] LABI13B ) )
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Tablo 3.1. (Devam) Bakteri izolatlarinin Gram reaksiyonlari ve katalaz aktiviteleri

) Gram ) Gram

Izolat no reaksiyonu Katalaz  Izolat no reaksiyonu  Katalaz
CAL.2 (+) (+) KA10B (@) ()
NA14 ) ) LAB1.2.B ) -)
LABI1.1.A () ) LABI2.1.2 () )
NA13 ) ) M17C4.1.1 ) ()
LAB6.5.A ) ) MitC7.1 () ()
LAB1.3.1.B () ) NAI2.1.1C) () )
NAS5.1b) ) ) NA12.12 ) ()
LAB7.7 (+) ) M1713.1(1) (@) ()
LABS.2.A (+) () 12.3.1.1b (@) )
CA3.2 () () M171.2(3) (@) )
LAB6.1.A (+) (=) M177 ) )
CA3.62) ) ©) MI1712.13A (B )
CA1.4b) (+) ) M1713.1.1 () ()
12.3.1.1a) () @) M1713.3 ) )
M17A2.2(k) (+) @) NA12.3 (@) )
MitC2.2 ) ) NAI2.1.1A) () )
M17C7.2 ) (+) LAB9.3.A () )
BHIA1.2 ) (+) CA3.4B () )
KAA5.2 ) (+) KA5.2.1 () )
KAAL.12 ) (+) KA7.2 () )
KAC4.1 () ) KA4(1) () )
KAC6.1.b ) (+) KA4.4(1)1 () )
KAC6.1.a ) (+) CAL.l () )
MitA1.2 ) (+) NA12.3.2 () )
KACI1.2 () ) KA7(1) () )
BHIAL.5 ) (+) LAB1.4B () )
M17A2.1 ©) ) LABI5IB (B )
MI17A6.1 (-) () LAB3.2.B (@) )
KAA4.3 ) () LABNO3A ) )
KAC3.1 ) (+) MRSA2.1 () )
BHIA7.1.1 ) (+) MRSA2.2 () )
BHIA7.a (-) () MRSA3.1 (@) )
KACS5.1 ) (+) MRSA3.2 () )
KAC5.2.2 (-) () LAB3.2.A (@) )
KACS8.3.1 (-) () LAB1.4.A (@) )
KAC8.3.3 (-) (+) LABI.2.B (@) )
KAC5.1.1 (-) (+) 4.1Y.1 (@) )
BHIC2.4 ) (+) M176.1.2 () )
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Tablo 3.1. (Devam) Bakteri izolatlarinin Gram reaksiyonlari ve katalaz aktiviteleri

) Gram ) Gram

Izolat no reaksiyonu Katalaz  Izolat no reaksiyonu  Katalaz
13.1.Y.1 ) ) LAB6.1.B () )
KA6.1.1UST () (+) LAB6.3.B () )
LAB6.2.B ) ) MRSC6.2 () )
LAB6.2.A ) ) KA10.1.2 () )
KAA2.1 (+) (+) KAS8.1(2) ) ()
KAS5.1 ) ) M173.2(1) ) -)
KA6 (@) (@) KA10.2.2(1) (+) (6D)
KA6.1(2) () () MitC4.2.1 (+) )
NA7.2 (+) (+) NA7.3b (@) )
LAB6.3.A ) ) M17A1.2 () )
LAB1.3.1.A () ) M173.1 () )
LABNO3B ) ) MitC8.1.a () )
LAB1.3.B (+) ) M17A2.2(i) (@) )
MI17A3.2 ) ) M17A2.2 () )
MRSC7.3 (+) ) MitC8.1.b () )
MRSC7.2 ) ) MRSC6.1 () )
MRSC7.1 (+) () KA2(2) () ()
MRSCS.1 (+) ) KA2(1) () ()
MRSCS8.3 (+) () KA2.3(1) () ()
MRSCS.1.1 (+) ) CAL4A () ()
M171.1(1) (+) () KA3.1 (@) (&)
KA10.2.2(2) () (6] KA1.3(1) ) (@)
BHIC3.3.2 (6] (@)

Tablo 3.2. Maya izolatlar

izolat no izolat no
M9.1b) L9.6.A
MO.1 a) L9.6.1
MitC721  L9.6A.l
MRS A4.1 L93.A
MitC82  L9S5.A
BHIC82.1 NA93b)
BHIC82  NA94b)
MitAS2  MS5.1b)
BHIC7.2 M5.1a)
MRS A4.2 Mit A5.1
M17 Cl1.1 PDA C8
L9.1.B L9.6.2
L9.1.A
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3.2. Bakterilerin Molekiiler Tanilamasi

16S rRNA gen bolgesi dizilenen bakterilerin molekiiler tanilamasi BLAST analizi
yapilarak gerceklestirilmistir. Ardindan diziler GenBank veritabanina kaydedilerek

erisim numaralar1 alinmistir (Tablo 3.3). Bdylece veritabanina katki saglanmistir.

Tablo 3.3. Bakteri izolatlarinin tiirleri ve GenBank erisim numaralart

izolat no Tiir ads Erisim no izolatno  Tiir adx Erisim no
Lactobacillus Lactobacillus

BHI A4.3 Sfermentum MH997747 LAB1.4.B  rhamnosus MKO014810

BHIA4.2 Lactobacillus LAB1.5.1.B Lactobacillus
Sfermentum MH997748 rhamnosus MKO014811
Lactobacillus Lactobacillus

LAB 1.5.1.A rhamnosus MH997753 LAB3.2.B  rhamnosus MKO014812
Lactobacillus Lactobacillus

LABI1.1.B rhamnosus MH997756 LABNO3A rhamnosus MKO014813
Lactobacillus Lactobacillus

MitC7.2.2 fermentum MH997757 MRSA2.1 rhamnosus MKO014814
Lactobacillus Lactobacillus

BHIC7.4 Sfermentum MH997779 MRSA2.2 rhamnosus MKO014815
Lactobacillus Lactobacillus

LAB1.1.A rhamnosus MH997788 MRSA3.1 rhamnosus MKO014816
Lactobacillus Lactobacillus

LAB1.2.A rhamnosus MH997789 MRSA3.2 rhamnosus MKO014817
Lactobacillus Lactobacillus

LAB1.3.2.B rhamnosus MH997790 LAB3.2.A  rhamnosus MKO014818
Lactobacillus Lactobacillus

4.1Y rhamnosus MH997791 LAB14.A rhamnosus MKO014819
Lactobacillus Lactobacillus

LAB1.3.B rhamnosus MH997794 LAB1.2.B  rhamnosus MKO014820
Lactobacillus Lactobacillus

LAB7.7 paracasei MH997805 4.1Y.1 rhamnosus MKO014821
Lactobacillus Lactobacillus

LAB8.2.A rhamnosus MH997806 M176.1.2 rhamnosus MKO014822
Lactobacillus Lactobacillus

LABIL.1.A rhamnosus MH997800 LAB6.1.B  paracasei MKO020457
Lactobacillus Lactobacillus

LAB6.5.A casei MH997802 LAB6.3.B  paracasei MKO020458
Lactobacillus Lactobacillus

LAB1.3.1.B rhamnosus MH997803 LAB6.2.B  paracasei MK 020459
Lactobacillus Lactobacillus

LAB6.1.A casei MH997808 LAB6.2.A  paracasei MK 020460
Lactobacillus Lactobacillus

CA1.4b) rhamnosus MH997810 LAB6.3.A  casei MK024236
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Tablo 3.3. (Devam) Bakteri izolatlarinin tiirleri ve GenBank erisim numaralart

izolat no Tiir ada Erisim no izolat no Tiir ada Erisim no
Lactobacillus Staphylococcus

LAB1.3.1.A  casei MKO024237 BHIC3.3.2 epidermidis MK 024280
Lactobacillus Staphylococcus

LABNO3B casei MKO024238 KA2(2) epidermidis MKO024292
Lactobacillus Staphylococcus

LABL1.3.B casei MK024239 KA2(1) epidermidis MK024293
Lactobacillus Staphylococcus

M17A3.2 fermentum MKO024243 KA2.3(1) epidermidis MK 024294
Lactobacillus Staphylococcus

MRSC7.3 fermentum MKO024244 CAl4A epidermidis MKO024295
Lactobacillus Staphylococcus

MRSC7.2 fermentum MKO024245 KA3.1 epidermidis MK024296
Lactobacillus Staphylococcus

MRSC7.1 fermentum MKO024246 KAL1.3(1) epidermidis MK024297
Lactobacillus Staphylococcus

MRSCS.1 fermentum MK024247 KA10.2.2(1) epidermidis MK024298
Lactobacillus Staphylococcus

MRSC8.3 fermentum MKO024248 BHI A4.1 aureus MH997749
Lactobacillus Staphylococcus

MRSC8.1.1  fermentum MK 024249 KA 23 epidermidis MH997751
Lactobacillus Staphylococcus

MitC8.1.a salivarus MKO027006 KA 423) aureus MH997752
Lactobacillus Staphylococcus

MitC8.1.b salivarus MKO027009 KA 12.2 epidermidis MH997754
Lactobacillus Staphylococcus

MRSC6.1 plantarum MKO027020 KA6.1(1) aureus MH997759
Lactobacillus Staphylococcus

MRSC6.2 plantarum MKO027021 KA9b aureus MH997760
Lactobacillus Staphylococcus

LABI1.2.B rhamnosus MKO005924 NA2.2b) epidermidis MH997761
Staphylococcus Staphylococcus

KAA2.1 aureus MKO024140 KAL1.2(2) epidermidis MH997765
Staphylococcus Staphylococcus

KA5S.1 aureus MKO024141 NA7.3c) aureus MH997767
Staphylococcus Staphylococcus

KA6 aureus MKO024142 KA10 aureus MH997770
Staphylococcus Staphylococcus

KA6.1(2) aureus MKO024143 NA13 aureus MH997801
Staphylococcus Staphylococcus

NA7.2 aureus MKO024144 12.3.1.1a) warneri MH997811
Staphylococcus Staphylococcus

M171.1(1) epidermidis MKO024278 M17A2.2(k) epidermidis MH997812
Staphylococcus Staphylococcus

KA10.2.2(2) epidermidis MK024279 NAS5.1b) aureus MH997804
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Tablo 3.3. (Devam) Bakteri izolatlarimin tiirleri ve GenBank erigim numaralari

izolat no Tiir ada Erisim no izolat no Tiir ada Erisim no
Staphylococcus Enterococcus

NAG6.1 aureus MH997793 LABI3B faecium MH997797
Staphylococcus Enterococcus

CA5S.1a) aureus MH997796 CA3.6a) faecium MH997809
Staphylococcus Enterococcus

M1714.1 warneri MH997784 13.1.Y.1 faecalis MKO005921
Staphylococcus Enterococcus

M175.1(1) aureus MH997785 NA12.1.1C)  faecium MKO005928
Staphylococcus Enterococcus

BHIC1.2 epidermidis MH997777 LABI12.1.2  faecium MKO005925
Staphylococcus Enterococcus

CAl.2 aureus MH997798 12.3.1.1b faecium MKO007306
Staphylococcus Enterococcus

NA14 aureus MH997799 M171.2(3) faecium MKO007307
Staphylococcus Enterococcus

KA10B aureus MKO005923 M177 faecium MKO007308
Staphylococcus Enterococcus

M17C4.1.1  aureus MK005926 M1712.1.3A  faecium MKO007309
Staphylococcus Enterococcus

MitC7.1 aureus MKO005927 M1713.1.1 faecium MKO007310
Staphylococcus Enterococcus

NA12.1.2 epidermidis MKO005929 M1713.3 faecium MKO007311
Staphylococcus Enterococcus

M1713.1(1)  aureus MKO005930 NA12.3 faecium MKO007312
Enterococcus Enterococcus

CA3.3a) durans MH997781 NAI12.1.1A)  faecium MKO007313
Enterococcus Enterococcus

M176.1.3.1  faecalis MH997787 LAB9.3.A faecium MKO007314
Enterococcus Enterococcus

NA9.3a) Jfaecium MH997766 CA3.4B Jfaecium MKO007315
Enterococcus Enterococcus

M1713 faecium MH997768 KA5.2.1 faecium MKO007316
Enterococcus Enterococcus

M179.2.1 faecium MH997769 KA7.2 faecium MKO007317
Enterococcus Enterococcus

M1712.1.4  faecium MH997771 KA4(1) faecium MKO007318
Enterococcus Enterococcus

NAS5.1a) faecium MH997772 KA4.4(1)1 faecium MKO007319
Enterococcus Enterococcus

KA4.4(1)2  faecium MH997773 CAl.1 lactis MKO007320
Enterococcus Enterococcus

NA9.4 faecium MH997792 NA12.3.2 faecalis MKO007321
Enterococcus Enterococcus

CA3.2 lactis MH997807 KA7(D) faecalis MKO007322
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Tablo 3.3. (Devam) Bakteri izolatlarinin tiirleri ve GenBank erisim numaralart

izolat no Tiir ada Erisim no izolat no Tiir ada Erisim no
Streptococcus Bacillus

BHI C2.2 salivarus MH997750  KA10.1.1cizgi  subtilis MH997755
Streptococcus Bacillus

MitC8.3 anginosus MH997758 BHIAL.1 licheniformis MH997775
Streptococcus Bacillus

BHIAS.1 salivarus MH997776 ~ KA6.1.1UST  amyloliquefaciens MK005922
Streptococcus Bacillus

NA2.2a) anginosus MH997762 M17C7.2 licheniformis MH997814
Streptococcus Bacillus

BHIA2.2 oralis MH997774  KAS8.1(2) pumilus MKO027246
Streptococcus Neisseria

M176.1.3 salivarus MH997786  BHIA1.2 flavescens MH999421
Streptococcus Neisseria

MitC3.3 salivarus MH997780  KAAS5.2 flavescens MH999422
Streptococcus Neisseria

LABS8.2.B parasanguinis ~ MH997782 KAAL.1.2 Sflavescens MH999423
Streptococcus Neisseria

CAS5.1b) salivarus MH997795 KAC4.1 flavescens MH999424
Streptococcus Neisseria

MitC2.2 salivarus MH997813 KAC6.1.b flavescens MH999425
Streptococcus Neisseria

MitC4.2.1 anginosus MKO024376  KAC6.1.a Sflavescens MH999426
Streptococcus Neisseria

NA7.3b salivarus MKO026976  MitAl.2 flavescens MH999427
Streptococcus Neisseria

M17A1.2 salivarus MKO026977 KACI1.2 flavescens MH999428
Streptococcus Neisseria

M173.1 mutans MKO026978 BHIA1.5 flavescens MH999429
Streptococcus Neisseria

M17A2.2(1) lutetiensis MKO027007 KAA4.3 sicca MH999432
Streptococcus Neisseria

M17A2.2 lutetiensis MKO027008  KAC3.1 sicca MH999433
Streptococcus Neisseria

KA10.1.2 sanguinis MKO027245 BHIA7.1.1 elongata MH999434
Streptococcus Neisseria

M173.2(1) intermedius MKO027247 BHIA7.a perflava MH999435
Bacillus Neisseria

M176.2(2) subtilis MH997783 KACS.1 subflava MH999436
Bacillus
amyloliquefacie Neisseria

BHIC1.3.3 ns MH997778  KACS5.2.2 subflava MH999437
Bacillus Neisseria

KAS.1(1) altitudinis MH997763 KACS8.3.1 subflava MH999438
Bacillus Neisseria

KAG6.1.1alt velezensis MH997764  KACS8.3.3 subflava MH999439
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Tablo 3.3. (Devam) Bakteri izolatlarinin tiirleri ve GenBank erisim numaralart

izolat no Tiir ad1 Erisim no izolat no Tiir ad1 Erisim no
Neisseria Rothia

KACS.1.1 subflava MH999440 M17 C4.1.2  mucolaginosa MH337312
Neisseria Rothia

BHIC2.4 subflava MH999441 M17C4.2.2  mucolaginosa MH337313
Rothia Rothia

KA A7.2 dentocariosa MH337307 M17 C4.2.3 mucolaginosa MH337314
Rothia Klebsiella

KA C5.2.1 dentocariosa MH337308 M17A2.1 pneumoniae MH999430
Rothia Klebsiella

BHIC1.4.2  dentocariosa MH337309 M17A6.1 pneumoniae MH999431
Rothia Corynebacterium

BHI A5.3 mucolaginosa ~ MH337310 KA 4.1(2) argentoratense ~ MH337315
Rothia

BHI A7.2 mucolaginosa  MH337311

16S rRNA gen bolgesine gore tiir tanilamasi yapilan izolatlarin 3 farkli filuma
ait olduklar1 belirlenmistir. Bu filumlarda toplam 9 cins ve 37 tiir bulunmaktadir (Tablo

3.4).

Tablo 3.4. Bakteri cins ve tiirlerinin filumlara dagilim

Filum Cins Tiir
Firmicutes 5 28
Proteobacteria 2 6
Actinobacteria 2 3
Toplam 9 37

Firmicutes 5 cins ve 28 tiir ile en fazla ¢esitlilige sahip filumdur. Proteobacteria
filumunda 2 cins, 6 tiir bulunmaktadir. Actinobacteria ise 2 cins, 3 tir ile (Rothia
dentocariosa, Rothia mucolaginosa, Corynebacteria argentoratense) en az gesitlilige
sahip filumdur. Firmicutes filumunda Lactobacillus (49 izolat), Proteobacteria
filumunda Neisseria (19 izolat), Actinobacteria filumunda ise Rothia (8 izolat) en baskin
cins olmustur. Sekil 3.1°de izolatlarin filum ve cinsler i¢inde dagilimi gosterilmistir.
Staphylococcus cinsi iginde 5; Enterococcus’ta 4; Lactobacillus’ta 6; Neisseria’da 5;

Bacillus’ta 6; Rothia’da 2; Streptococcus’ta 8; Klebsiella’da 2 ve Corynebacterium cinsi
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icinde ise 1 tir tamilanmistir. Tablo 3.5’te tanimlanan tiirler ve izolat sayilari

gosterilmistir.

izolat sayisi
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=
o

B8 Firmicutes

71 Proteobacteria

Sekil 3.1. Bakteri izolatlarinin cinslere dagilimi

Tablo 3.5. Tanilanan bakteri tiirleri ve izolat sayilar

¢ ) .
.\\\\) 6\0 ) 0\\ ‘\\0 . \\)6\
¢ < o M )
° Q,\" \Q\,<> <& (%
SO o
*(\
N
. . ©®
= Actinobacteria

Tiir

izolat sayis1

Tiir

izolat sayis1

Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus warneri
Enterococcus faecium
Enterococcus faecalis
Enterococcus lactis
Enterococcus durans
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus casei
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus salivarus
Bacillus subtilis

Bacillus amyloliquefaciens

Bacillus licheniformis

22
17
2

25

25
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Streptococcus salivarus
Streptococcus anginosus

Streptococcus lutetiensis

Streptococcus parasanguinis

Streptococcus oralis
Streptococcus mutans
Streptococcus intermedius
Streptococcus sanguinis
Neisseria flavescens
Neisseria subflava
Neisseria sicca
Neisseria elongata
Neisseria perflava
Klebsiella pneumoniae
Rothia mucolaginosa

Rothia dentocariosa

8
3
2

w W N
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Tablo 3.5. (Devam) Tanilanan bakteri tiirleri ve izolat sayilart

Tiir izolat sayis1 Tiir izolat sayis1

Bacillus velezensis 1 Corynebacterium 1
argentoratense

Bacillus pumilis 1

Bacillus altitudinis 1

3.3. Filogenetik Yakinhk

Bakteri izolatlarinin filogenetik yakinliklart MEGA 7.0.26 programinda Maximum
Likelihood algoritmasi ile olusturulan agaclar ile ortaya ¢ikarilmistir. Bunun i¢in bakteri
filumlarina gore 3 filogenetik agac olusturulmustur (Sekil 3.2, Sekil 3.3, Sekil 3.4).
Filogenetik agaclarda dis grup olarak Bacteriodetes filumundan Flavobacterium sp.

AM179863.1 16S rRNA dizisi GenBank’tan ¢ekilerek kullanilmistir.
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80 - BHIA7.aMH999435
47 -L BHIA1.2 MH999421
53| ® NR 117694.1 Neisseria perflava
- KAA1.1.2 MH999423
- KAC1.2 MH999428
BHIC2.4 MH999441

3 -L BHIA1.5MH999429
® KC178511.1 Neisseria flavescens

KAC4.1 MH999424
2 {- KAAS5.2 MH999422
791 MitA1.2 MH999427
85 LKACGJ.b MH999425

66 KAC6.1.a MH999426
@ KX096304.1 Neisseria subflava
KAC8.3.1 MH999438
, 1'54 KAC5.1 MH999436
_37 KAC5.2.2 MH999437
KAC8.3.3 MH999439
8- KAC5.1.1 MH999440
# KC178523.1 Neisseria sicca
59| KAA4.3 MH999432
63— KAC3.1 MH999433
@ MF578806.1 Neisseria elongata
?L BHIA7.1.1 MH999434
M17A2.1 MH999430

o0 ILQ HM063413.1 Klebsiella pneumoniae

M17A6.1 MH999431

© AM179863.1 Flavobacterium sp.

42

100

A —
0.05

Sekil 3.2. Proteobacteria filumundaki izolatlarin 16S rRNA dizileri ile olusturulan Maximum Likelihood

agaci. GenBank veritabanindan cekilen referans diziler 4p ile, dis grup © ile gosterilmistir.
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63— KAC5.2.1 MH337308

28 MH7CA4.1.2 MHA3T312
- @ KF733727.1 Rothia dentocariosa
@ MH429805.1 Rothia mucilaginosa
78| M17C4.2.2 MH337313

M17C4.2.3

- BHIA7.2MH337311
98

BHIA5.3MH337310

——— BHIC1.4.2MH337309

@ NR 104898.1 Corynebacterium argentoratense

100

KA4.1(2) MH337315

AM179863.1 Flavobacterium sp.

—
0.05

Sekil 3.3. Actinobacteria filumundaki izolatlarin 16S rRNA dizileri ile olusturulan Maximum Likelihood

agact. GenBank veritabamindan ¢ekilen referans diziler 4p ile, dis grup © ile gosterilmistir.
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Sekil 3.4. Firmicutes filumundaki izolatlarin 16S rRNA dizileri ile olusturulan Maximum Likelihood agaci.

GenBank veritabanindan ¢ekilen referans diziler @i dis grup

ile gosterilmistir. %50

ve tizerindeki bootstrap degerleri gosterilmistir.
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3.4. Mayalarin Biyokimyasal Tanilamasi

Vitek 2 (Biomerieux) cihazi maya kartlar1 kullanilarak yapilan tanilamada 25 adet

maya izolatinin tamaminin Candida cinsi oldugu belirlenmistir. Izolatlardan 12 tanesi

Candida dubliniensis, 9 tanesi Candida albicans, 2 tanesi Candida norvegensis, 1 tanesi

Candida tropicalis, 1 tanesi Cryptococcus laurentii olarak tanilanmistir. Tanilamada

benzerlik ylizdeleri %85-99 araligindadir (Tablo 3.6).

Tablo 3.6. Vitek 2 ile tanilanan mayalar ve benzerlik oranlart

izolat no Tiir Benzerlik
M9.1b) Candida albicans %99
MO.1 a) Candida albicans %98
Mit C7.2.1 Candida dubliniensis %96
MRS A4.1 Candida albicans %94
Mit 8.2 Candida albicans %97
BHI C8.2.1 Candida tropicalis %91
BHI 8.2 Candida albicans %99
Mit A5.2 Candida norvegensis %96
BHIC7.2 Candida dubliniensis %93
MRS A4.2 Cryptococcus laurentii %85
M17 Cl1.1 Candida albicans %97
Mit AS5.1 Candida norvegensis %97
PDA C8 Candida albicans %99
L9.1B Candida dubliniensis %91
L9.1.A Candida dubliniensis %91
L9.6.2 Candida dubliniensis %91
L9.6.A Candida.dubliniensis %89
L9.6.1 Candida dubliniensis %88
L9.6.A.1 Candida dubliniensis %91
L93.A Candida dubliniensis %91
L95A Candida dubliniensis %91
NA 9.3 b) Candida albicans %96
NA 9.4 b) Candida albicans %96
M5.1b) Candida dubliniensis %96
MS5.1 a) Candida dubliniensis %96

3.5. Laktik Asit Bakterilerinin Gastrointestinal Sartlara Direnci

16S rRNA gen bolgesine gore yapilan tanilamada bakteri izolatlarinin 51 tanesinin

Lactobacillus cinsi olarak tanilanmigtir. Ancak 7 adet izolat gliserol stoklarindan

canlandirilamamistir. Bu nedenle sonraki deneylere 44 adet laktik asit bakterisi ile devam

edilmigtir (Tablo 3.7).
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Tablo 3.7. Canlandrilan laktik asit bakterisi izolatlar:

izolat no Tiir ada izolat no Tiir ad1

LAB 1.5.1.A  Lactobacillus rhamnosus MRSC6.1 Lactobacillus plantarum
LABI.1.B Lactobacillus rhamnosus MRSC6.2 Lactobacillus plantarum
MitC7.2.2 Lactobacillus fermentum LAB1.2.B Lactobacillus rhamnosus
BHIC7.4 Lactobacillus fermentum LABL1.3.B Lactobacillus casei
LABI.1.A Lactobacillus rhamnosus MRSC7.3 Lactobacillus fermentum
LABL.2.A Lactobacillus rhamnosus MRSC7.2 Lactobacillus fermentum
LABL1.3.2.B  Lactobacillus rhamnosus MRSC7.1 Lactobacillus fermentum
LAB7.7 Lactobacillus paracasei MRSC8.1 Lactobacillus fermentum
LABI1.1.A  Lactobacillus rhamnosus MRSC8.3 Lactobacillus fermentum
LAB6.5.A Lactobacillus casei MitC8.1.a Lactobacillus salivarus
LABL1.3.1.B  Lactobacillus rhamnosus MitC8.1.b Lactobacillus salivarus
LABG6.1.A Lactobacillus casei M176.1.2 Lactobacillus rhamnosus
CA1.4b) Lactobacillus rhamnosus LAB6.1.B Lactobacillus paracasei
LAB1.4.B Lactobacillus rhamnosus LAB6.3.B Lactobacillus paracasei
LABL.5.1.B  Lactobacillus rhamnosus LAB6.2.B Lactobacillus paracasei
LAB3.2.B Lactobacillus rhamnosus LAB6.2.A Lactobacillus paracasei
LABNO3A  Lactobacillus rhamnosus LAB6.3.A Lactobacillus casei
MRSA2.1 Lactobacillus rhamnosus LAB1.3.1.A  Lactobacillus casei
MRSA2.2 Lactobacillus rhamnosus LABNO3B Lactobacillus casei
MRSA3.1 Lactobacillus rhamnosus LAB3.2.A Lactobacillus rhamnosus
MRSA3.2 Lactobacillus rhamnosus LABL4.A Lactobacillus rhamnosus
4.1.Y Lactobacillus rhamnosus LAB1.3.A Lactobacillus rhamnosus

3.5.1. Lizozim direnci

Laktik asit bakterilerinin lizozim direnci kuyucuk diflizyon yontemi ile

belirlenmistir. Lizozim soliisyonlar1 0,2; 04; 0,6; 0,8; 1 ve 10 mg/ml
konsantrasyonlarinda kullanilmistir. 37°C’de 24 saat inkiibasyon sonunda kuyucuklarin
etrafinda zon olusumu goézlenmemistir. Tiim laktik asit bakterilerinin kullanilan lizozim

konsantrasyonlarina karsi direngli oldugu saptanmustir.

3.5.2. Pepsin direnci

Laktik asit bakterilerinin pH 2 ve pH 3 olmak iizere iki farkli pH degerindeki PBS
tamponunda pepsin direnci (3 mg/ml) incelenmistir. Sekil 3.5°te laktik asit bakterilerinin

3. ve 4. saatlerdeki hayatta kalma yiizdeleri verilmistir.
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Buna gore 3mg/ml pepsin igeren pH 3 PBS tamponunda 3.saatte izolatlarin hayatta
kalma oraniin %64,14-100 araliginda oldugu goriilmektedir. En diisiik hayatta kalma
oran1 %64,14 ile MRSA3.1 izolatina aittir. 4. saatte ise MRSC6.2, MitC7.2.2, LAB1.1.A,
LAB1.3.1.B, LAB 6.2.B, 4.1.Y, LAB1.3.A, LAB 6.1.B, MitC8.1.A, LABNo:3A,
LAB6.3.B, MRSA2.2, LAB6.5.A, MRSC7.3, MRSA2.1, MRSA3.2, LABI.1.B
izolatlarinin hayatta kalma yiizdelerinin diistigii goriilmektedir. Buna ragmen tiim
izolatlarin hayatta kalma orani%50’nin tizerindedir. 4.saatte en diisiik hayatta kalma

yiizdesi %62,41 ile MRSAZ2.2 izolatina aittir (Sekil 3.5).

pH 2 PBS tamponunda ise hayatta kalma ytizdelerinin diistiigii goriilmektedir (Sekil
3.6). LAB1.4.B izolat1 3. saatin, LAB6.3.A izolat1 ise 4. saatin sonunda iireme
gostermemistir. 3. saatte %50 ve lizeri hayatta kalma oranina sahip izolatlar; CA1.4b),
MRSC6.1, MRSC7.2, MRSCS8.1, MRSC6.2, LAB1.5.1.A, MitC7.2.2, LABI11.1.A,
LABI.1.A, MRSC8.3, LAB1.3.2.B, LAB1.5.1.B, LAB1.2.B, LAB1.3.B, LAB1.3.1.B,
LABNO:3B, LAB1.4.A, LAB6.3.A, LAB6.1.A, LAB1.2.A, LAB7.7., LAB1.3.1.A,
LAB1.3.A, LAB6.1.B, MitC8.1.A, BHIC7.4, LABNO:3A, MitC8.1.B, LAB6.3.B,
MRSA2.2, LAB6.5.A, MRSA3.1, MRSC7.3, MRSA2.1, MRSA3.2, LABI.1.B,
LAB6.2.A, LAB6.2.B, M176.1.2, 4.1.Y nolu izolatlardir. Ancak 4.saattin sonunda
LAB6.3.A, LAB6.1.A, LAB1.3.A ve MitC8.1.A izolatlarinin hayatta kalma yiizdeleri bu

oranin altina diismistiir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.5. Laktik asit bakterilerinin 3 mg/ml pepsin iceren pH 3 PBS tamponunda hayatta kalma oranlari
t3, 3.saati; t4 4.saati géstermektedir.

120

. 11 “ ‘|

NP SR R T T R P ® Tt o 89 RPN
c?c{c‘?'vc? «”\\ q AL N e S b%’”b

N S O S T S T U e CRERRRNE
mt3 m t4

—_
(=3
S

o«
(=]

B
(=]

Hayatta kalma orani (%)
S 2

Sekil 3.6. Laktik asit bakterilerinin 3 mg/ml pepsin iceren pH 2 PBS tamponunda hayatta kalma oranlari
13, 3.saati; t4 4.saati géstermektedir
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3.5.3. Pankreatin direnci

Laktik asit bakterilerinin 1 mg/ml pankreatin iceren PBS tamponunda (pH 7,2)
hayatta kalma yiizdeleri Sekil 3.7°de verilmistir. Buna gore 4. saatin sonunda tiim
izolatlarin direnc¢li oldugu, hayatta kalma oranlarinin %99,86-79,6 araliginda oldugu

gorlilmektedir. 4.1.Y izolat1 %79,6 hayatta kalma orani ile en duyarli izolattir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Laktik asit bakterilerinin 1 mg/ml pankreatin iceren pH 3 PBS tamponunda hayatta kalma

oranlari

3.5.4. Safra tuzu (oxgall) direnci

Laktik asit bakterilerinin safra tuzu direnci %0,08, %0,16, %0,3, %0.,6, %1,25,
%?2,5 ve %5 safra tuzu iceren MRS broth besiyerinde 4 ve 24 saatlik inkiibasyonlar1
sonucunda 630 nm’de optik yogunluklar1 6l¢iilmiistiir. Kontrol olarak izolatlar safra tuzu
icermeyen MRS broth besiyerinde 24 saatlik inkiibe edilmistir.

%0,08 safra tuzu igeren besiyerinde inkiibasyon sonucunda tiim izolatlarin OD
degerlerinde yiikselme oldugu, izolatlarin bu konsantrasyona direngli oldugu
gorlilmektedir (Sekil 3.8). %0,16 safra tuzu konsantrasyonunda LAB1.2.A, MitC8.1.A,
MitC8.1.B, LAB1.1.B, LAB6.2.A, LAB6.2.B, M176.1.2 ve 4.1.Y numaral izolatlar
haricinde diger izolatlar gelisme gostermistir (Sekil 3.9). %0,3 safra tuzu
konsantrasyonunda OD degerinde yiikselis olan izolatlar: CAl1.4 b), MRSCé.1,
MRSC7.2, MRSCS8.1, MRSC6.2, LABL1.5.1.A, MitC7.2.2, LAB11.1.A, MRSCS8.3,
MRSC?7.1, LAB1.5.1.B, LABNO:3B, LAB1.4.A, BHIC7.4 nolu izolatlardir. 4 saatlik
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inkiibasyon sonunda yapilan okumada OD degerinde yiikselis olup, 24 saat sonunda OD
degeri sabit kalan izolatlar ise: LAB3.2.A, LABI1.1.A, LAB1.3.2.B, LAB1.2.B,
LAB1.4B, LAB1.3.1.B’dir (Sekil 3.10). %0,6 safra tuzu konsantrasyonunda ise
%0,3’lik konsantrasyonda gelisme gosteren izolatlardan MRSC7.2, LAB11.1.A ve
BHIC?7.4 haricinde diger izolatlarin OD degerlerinde yiikselme goriilmiistiir (Sekil 3.11).
%1,25 safra tuzu konsantrasyonunda gelisme gosteren izolatlar: MRSC6.1, MRSC7.2,
MRSC8.1, MRSC6.2, MitC7.2.2, MRSC8.3, MRSC7.1, LAB1.4.A, LAB3.2.A,
LAB1.2.B’dir (Sekil 3.12). Ayni izolatlar %2,5 ve %5 safra tuzu konsantrasyonlarinda
da gelisme gostermistir (Sekil 3.13, Sekil 3.14).
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Sekil 3.8. LAB izolatlarinin %0,08 safra tuzu (oxgall) iceren MRS broth besiyerinde inkiibasyon sonrasi
630 nm’de optik yogunluk degerleri
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Sekil 3.9. LAB izolatlarmin %0,16 safra tuzu (oxgall) iceren MRS broth besiyerinde inkiibasyon sonrasi
630 nm’de optik yogunluk degerleri
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Sekil 3.10. LAB izolatlarmmin %0,3 safra tuzu (oxgall) iceren MRS broth besiyerinde inkiibasyon sonrast
630 nm’de optik yogunluk degerleri
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Sekil 3.11. LAB izolatlarmmin %0,6 safra tuzu (oxgall) iceren MRS broth besiyerinde inkiibasyon sonrast
630 nm’de optik yogunluk degerleri
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Sekil 3.12. LAB izolatlarinin %1,25 safra tuzu (oxgall) iceren MRS broth besiyerinde inkiibasyon sonrasi
630 nm’de optik yogunluk degerleri
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Sekil 3.13. LAB izolatlarmmin %2,5 safra tuzu (oxgall) iceren MRS broth besiyerinde inkiibasyon sonrast
630 nm’de optik yogunluk degerleri
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Sekil 3.14. LAB izolatlarimin %35 safra tuzu (oxgall) iceren MRS broth besiyerinde inkiibasyon sonrasi
630 nm’de optik yogunluk degerleri

3.6. Laktik Asit Bakterilerinin Agregasyon Aktiviteleri
3.6.1. Otoagregasyon

Laktik asit bakterilerinin tamami otoagregasyon aktivitesi gostermektedir (Sekil
3.15). En diisiik otoagregasyon yiizdesi %19,4 ile MRSC?7.3, en yiiksek yiizde ise %98,68
ile LAB1.3.1.B izolatina aittir.
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Sekil 3.15. Laktik asit bakterilerinin otoagregasyon yiizdeleri

3.6.2. Koagregasyon

Laktik asit bakterilerinin Escherichia coli, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Streptococcus mutans ATTC 2575 bakterileri ile koagregasyon aktiviteleri incelenmistir.
MRSC7.1, MRSC7.2, CAl.4b), MRSC6.1, LAB6.2.A, LABI1.3.B, MitC7.2.2,
LAB1.2.B, LAB1.5.1.B izolatlar1 secgilen patojenler ile koagregasyon yapmamistir. 19
izolat E.coli ile agregasyon olusturmustur. En diisiik koagregasyon oranina %2,33 ile
LABG6.1.B, en yiiksek orana ise %64,44 ile MRSA2.1 sahiptir. LAB6.1.B, LAB1.2.A,
LAB1.3.A, 4.1.Y, LAB6.2.B, MRSCS8.3 izolatlar1 sadece E. coli ile agregasyon
olusturmustur (Tablo 3.8).

26 izolat S. mutans ile agregasyon olusturmustur. En diisiik koagregasyon oranina
%3,48 ile LAB1.5.1.A, en yliksek orana ise %90,9 ile LABNO:3A sahiptir. LAB6.3.A,
LABI1.1.B, LAB7.7 izolatlar1 sadece S. mutans ile agregasyon olusturmustur (Tablo 3.8).

25 izolat S. aureus ile agregasyon olusturmustur. En diisiik koagregasyon oranina

%1,16 ile MRSC6.2, en yiiksek orana ise %94,79 ile LAB6.3.B sahiptir.
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Tablo 3.8. Laktik asit bakterilerinin E. coli, S. mutans ve S. aureus ile koagregasyon aktiviteleri

E.coli S. mutans S. aureus
LABNO:3A 39,06 90,9 72,97
LAB6.5.A - 34,14 20,58
MITCS.1.B 8,46 4,34 9,09
LABL14.A 32,43 39,04 45,05
LAB1.4.B 18,4 - 28,88
LAB1.3.1.B - 4,25 35
LABG6.1.A - 35,94 48,63
LABL.5.1.B - - -
MITCS.1.A - 71,73 95,06
LAB6.1.B 2,33 - -
LABI1.2.B - - -
LABL1.3.1.A 45,47 29,45 4,73
MITC7.2.2 - - -
LABI1.1.A - 7,59 11,77
LAB6.3.A - 3,91 -
LABL1.3.B - - -
LABL.2.A 14,29 - -
LABL.3.A 5,59 - -
LAB1.3.2.B 11,32 - 14,72
LAB6.2.A - - -
4.1.Y 11,98 - -
M176.1.2 43,54 55,36 12,41
LAB6.2.B 6,379 - -
MRSC6.1 - - -
MRSC8.1 5,92 10,41 -
MRSC8.3 4,07 - -
LABI.1.B - 27,26 -
MRSC6.2 5,11 - 1,16
CAl1.4Db) - - -
LAB7.7 - 33,5 -
MRSC7.2 - -
LAB6.3.B 40,68 83,5 94,79
BHIC7.4 38,55 87,1 94,53
MRSA3.1 4,79 15,06
LABNO:3B - 55,75 52,36
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Tablo 3.8. (Devam) Laktik asit bakterilerinin E. coli, S. mutans ve S. aureus ile koagregasyon aktiviteleri

E.coli S. mutans S. aureus

LABIL.5.1.A - 3,484 19,44
MRSA2.2 16,63 19,56 47,35
MRSA2.1 64,44 77,49 89,11
MRSA3.2 - 55,24 68,04
MRSC7.3 53,84 55,37 82,39
MRSC7.1 - - -

LAB3.2.A - 15,97 28,98
LABI.1.A - 34,07 20,99
LAB3.2.B - 28,44 21,55

3.7. Laktik Asit Bakterilerinin Hiicre-Yiizey Hidrofobisitesi

Laktik asit bakterilerinin n-hekzadekan, etil asetat ve kloroform ¢o6ziiciilerine
hidrofobisiteleri incelenmistir. En yiiksek hidrofobisite oraninin n-hekzadekana karsi, en
diisiik oranin ise etil asetata kars1 oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.15). Etil asetatta en diisiik
oran (%22,69) MRSC7.3; en yiiksek oran (%106,3) LAB1.4.B numarali izolatta
goriilmistir. LAB1.3.2.B, LAB1.2.A, LAB6.5.A, MRSC7.3 ve M176.1.2 numarali
izolatlar kloroformda, kalan tiim izolatlar ise n-hekzadekanda yiiksek hidrofobisite
gostermistir. Kloroformda en diisiik oran (%15,99) MRSA2.2, n-hekzadekanda ise
(%96,67) LAB1.3.2.B izolatinda goriilmiistiir.
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Sekil 3.16. Laktik asit bakterilerinin n-hekzadekan, etil asetat ve kloroform ¢oziiciilerine hidrofobisitesi



3.8. Laktik Asit Bakterilerinin Enzim AKktivitesi

Laktik asit bakterilerinin enzim aktiviteleri APl ZYM (Biomerieux) ile
belirlenmistir. Izolatlarin higbirinde B-glukuronidaz ve a-mannosidaz enzim aktivitesi
gozlenmemistir. Losin, valin arilmidaz ve napthol-AS-BI fosfohidrolaz enzim
aktivisitesinin izolatlarin tamaninda degisen seviyelerde bulundugu goriilmiistiir. N-
asetil-B-glukozaminidaz aktivitesinin sadece 3 izolatta (LAB 1.4.A, MRS C6.1, MRS
(C6.2); tripsin aktivitesinin ise LAB 1.4.B izolatinda en diisiikk seviyede oldugu
goriilmektedir (Tablo 3.9).
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Tablo 3.9. Laktik asit bakterilerinin API ZYM ile belirlenen enzim aktiviteleri

MRS MRS LAB MRS LAB CA LAB MRS LAB LAB LAB LAB
ce.1 C7.2 1.3.2.B C6.2 3.2.A 1.4b) NO:3B (8.1 1.3.B 1.1.A 151.A 1.2B

Alkalin fosfataz 1 - 1 1 1 3 - - 2 1 1 1
Esteraz - 3 2 - 1 3 2 4 2 3 1 2
Esteraz lipaz 1 3 3 1 2 3 4 4 3 2 2 3
Lipaz - - 3 - 1 - - - - - - -
Losin arilamidaz 5 4 5 5 4 4 5 5 4 4 5 5
Valin arilamidaz 5 3 5 4 4 5 5 3 4 4 5 5
Sistein arilamidaz 3 3 1 3 3 2 4 2 3 2 2 2
Tripsin - - - - - - - - - -

a -kimotripsin - - - - 2 - 1 - - 1 1 1
Asit fosfataz 5 3 4 4 4 4 5 4 3 5 4 4
papeorAS-Bl 5 4 5 5 5 5 5 5 5 5 5 4
a -galaktosidaz - 5 - - - - - 5 - - - -
P -galaktosidaz 4 5 2 4 4 2 4 5 4 4 4 4
P -glukuronidaz - - - - - - - - - - - -
a -glukosidaz 5 3 3 5 4 2 3 5 4 4 4 4
P -glukosidaz 5 - 4 5 4 2 3 - 5 4 5 5
N-asetil- f - 5 ) i 5 ) ) ) ) ) ) ) )
glukozaminidaz

a -mannosidaz - - - - - - - - - _ _ _

a -fukosidaz - - 3 - 4 2 3 - 5 4 4 4
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Tablo 3.9. (Devam) Laktik asit bakterilerinin API ZYM ile belirlenen enzim aktiviteleri

LAB LAB LAB MRS MRS LAB MiT LAB LAB LAB LAB LAB

1.3.1.B 3.2.B 1.51.B C71 C8.3 11.1.A  C7.2.2 1.2.A 1.1.B 6.2.A 1.3.1.B 3.2.B
Alkalin fosfataz 1 - 1 1 - 2 - 1 1 - 1 -
Esteraz 2 3 1 ~ 2 3 5 2 2 2 3
Esteraz lipaz 3 3 4 1 = 3 1 5 1 1 3 3
Lipaz - - - - - - - 3 - - - -
Losin arilamidaz 5 5 5 4 5 5 5 5 5 5 5
Valin arilamidaz 5 5 5 1 2 5 4 5 5 5 5 5
Sistein arilamidaz 3 2 3 2 3 4 - 3 3 4 3 2
Tripsin - - - - -
a -kimotripsin 1 1 - - - 3 - - 3 1 1 1
Asit fosfataz 4 2 2 4 3 4 4 2 4 1 4 2
papeorAS-Bl 2 4 3 3 3 5 1 3 4 1 2 4
a -galaktosidaz - - - 5 5 - - - - -
P -galaktosidaz 4 3 5 5 5 4 3 4 4 4 3
P -glukuronidaz - - - - - - - - - - - -
a -glukosidaz 4 4 5 4 5 4 - 1 5 4 4 4
P -glukosidaz 5 5 5 - - 5 5 4 5 - 5 5
N-asetil- 8 - ) ) i ) ) ) ) ) ) ) ) )
glukozaminidaz
a -mannosidaz - - - - - - - - - - - -
a -fukosidaz 4 4 3 - - 4 - 4 4 - 4 4
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Tablo 3.9 (Devam) Laktik asit bakterilerinin API ZYM ile belirlenen enzim aktiviteleri

LAB LAB LAB LAB LAB MiT LAB LAB LAB MRS MRS MRS

1.3.A 7.7 6.3.A 6.3.B 6.1.A C81.A NO:3A 6.1.B 13.1.A A32 C7.3 A3.1
Alkalin fosfataz 1 1 1 | 2 1 2 | | | - 2
Esteraz 2 - 2 2 3 - 2 3 2 2 1 1
Esteraz lipaz 3 - 2 2 3 1 3 3 3 3 2 4
Lipaz - - - - - - - - - - - 1
Losin arilamidaz 5 5 5 4 5 5 5 5 5 5 4 5
Valin arilamidaz 5 5 5 2 5 - 5 5 5 5 1 5
Sistein arilamidaz 2 1 2 1 3 - 2 2 3 4 - 4
Tripsin - - - - -
a -kimotripsin 1 - 1 - 1 - 1 1 1 1 - -
Asit fosfataz 3 - 4 3 4 3 4 4 3 4 1 4
papeorAS-Bl 4 1 2 1 2 1 4 3 4 5 1 5
a -galaktosidaz - - - 3 1 1 - - - - 4 -
P -galaktosidaz 3 5 5 5 5 1 3 5 4 4 4
p-glukuronidaz - - - - - - - - - - - -
a-glukosidaz 1 2 - 2 - 3 3 4 4
p-glukosidaz 4 - 2 4 1 - 4 2 4 5 - 5
N-asetil-- ) ) i ) ) ) ) ) ) ) ) )
glukozaminidaz
a-mannosidaz - - - - - - - - - - - -
a-fukosidaz 3 - 1 - - - 3 - 4 5 - 5
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Tablo 3.9 (Devam) Laktik asit bakterilerinin API ZYM ile belirlenen enzim aktiviteleri

LAB MRS MRS LAB LAB MiT BHI M17 4.1.Y LAB LAB MRS

6.5.A A2.1 A2.2 1.4.B 14.A C8.1.B) C74 6.1.2 6.2.B 6.5.A A2.1
AlKalin fosfataz = 1 - 1 3 1 - - 1 - - 1
Esteraz 1 2 3 ) 7 1 4 ) 3 1 2
Esteraz lipaz 1 4 4 4 4 4 1 ) 3 3 1 4
Lipaz - 2 2 - - - - - - - - 2
Losin arilamidaz 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Valin arilamidaz 5 5 5 5 5 5

5 4 5 5

Sistein arilamidaz 3 4 4 4 4 4 - 3 3 3 3 4
Tripsin - - - 1 - - - - - - - -
a -Kimotripsin - - - 2 1 - - 1 - 2 - -
Asit fosfataz 4 4 4 4 4 3 4 3 3 5 4 4
foetobidrolaz. 4 4 4 5 5 3 2 4 3 3 4 4
a -galaktosidaz - - - - - 3 3 - 4 - - -
P -galaktosidaz 5 4 3 5 4 5 4 2 - 5 5 4
P -glukuronidaz - - - - - - - - - - - -
a -glukosidaz 4 4 3 4 5 1 - 2 4 | 4 4
P -glukosidaz 1 5 5 5 5 5 5 3 5 - 1 5
N-asetil- 8 - ) ) i ) ) ) ) ) ) ) )
glukozaminidaz 4
a -mannosidaz - - - - - - - - - - - -
a -fukosidaz - 5 5 5 4 - - 1 4 - - 5




3.9. Laktik Asit Bakterilerinin Proteolitik Aktivitesi

Laktik asit bakterilerinin proteolitik aktivite degerleri olusturulan standart egri ile
belirlenmistir (Sekil 3.17). Buna gore en diisiik aktivite 0,035 mg/ml LAB6.1.A izolatina,
en yiiksek aktivite ise 0,665 mg/ml LAB1.2.A izolatina aittir (Tablo 3.10).

1,2

y = 0,6656x +0,3654
. R2=0,9611

A

0,2

Sekil 3.17. Proteolitik aktivite standart egrisi
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mg/ml
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Tablo 3.10. Laktik asit bakterilerinin proteolitik aktivitesi (tirozin mg/ml)

izolat no Proteolitik aktivite  izolat no Proteolitik aktivite
CA14b 0,300+0,013 LAB1.1.B 0,405+0,019
MRS C8.1 0,207+0,009 LAB13.1.A 0,400+0,001
LAB13.A 0,335+0,006 LAB15.1.A 0,345+0,002
LAB11.1.A 0,475+0,015 MRS C7.2 0,238+0,009
LAB 1.5.1.B 0,499+0,008 MRS Cé6.1 0,491+0,009
LAB14B 0,127+0,010 MRS A3.2 0,481+0,000
LAB6.3.B 0,191+0,008 Mit C8.1.a 0,190+0,010
LAB NO:3A 0,201+0,004 MRS A3.1 0,353+0,008
LAB1.1.A 0,202+0,004 MRS C7.3 0,230+0,011
MIT C8.1.B 0,082+0,006 MRS A2.2 0,476+0,008
LAB NO:3B 0,170+0,008 Mit C7.2.2 0,085+0,002
MRS A2.1 0,231+0,006 LAB6.1. A 0,035+0,012
LAB6.2.A 0,216+0,007 MRS C8.3 0,056+0,006
M176.1.2 0,399+0,005 MRS C7.1 0,216+0,005
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Tablo 3.10. (Devam) Laktik asit bakterinin proteolitik aktivitesi (tirozin mg/ml)

izolat no Proteolitik aktivite izolat no Proteolitik aktivite
LAB3.2B 0,267+0,00 LAB1.2B 0,582+0,001
LAB14A 0,270+0,001 LAB 6.3.A 0,575+0,006
LAB 6.5.A 0,476+0,005 LAB13B 0,642+0,001
LAB6.1.B 0,568+0,000 LAB 7.7 0,514+0,009
LAB6.2.B 0,404+0,013 LAB13.2B 0,695+0,006
LAB13.1.B 0,492+0,008 BHIC7.4 0,399+0,012
41Y 0,552:£0,004 LAB32.A 0.12740,005
LAB12A 0,665+0,022 MRS C6.2 0,054+0,001

3.10. Laktik Asit Bakterilerinin Hidrojen Peroksit Uretimi

Laktik asit bakterilerinin hidrojen peroksit iiretim miktarlart olusturulan standart
egri ile belirlenmistir (Sekil 3.18). Buna gore en diisiik hidrojen peroksit tiretimi 0,056
mg/ml MitC8.1.a izolatina; en yiiksek tiretim miktari ise 0,961 mg/ml MRSC?7.1 izolatina

aittir (Tablo 3.11).

Sekil 3.18. Hidrojen peroksit standart egrisi
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Tablo 3.11. Laktik asit bakterilerinin hidrojen peroksit iiretim miktar: (mg/ml)

izolat no Hidrojen peroksit izolat no Hidrojen peroksit
CA 1.4b 0,522+0,004 LAB1.1.B 0,223+0,006
MRS C8.1 0,362+0,009 LAB1.3.1.A 0,455+0,001
LAB 1.3.A 0,494+0,004 LAB 1.5.1.A 0,339+0,004
LAB11.1.A 0,184+0,004 MRS C7.2 0,542+0,006
LAB 1.5.1.B 0,158+0,003 MRS Cé6.1 0,519+0,009
LAB14B 0,315+0,005 MRS A3.2 0,464+0,007
LAB6.3.B 0,355+0,006 Mit C8.1.a 0,056+0,010
LAB NO:3A 0,181+0,002 MRS A3.1 0,269+0,002
LAB 1.1.A 0,180+0,002 MRS C7.3 0,569+0,007
MIT C8.1.B 0,270+0,001 MRS A2.2 0,135+0,005
LAB NO:3B 0,328+0,003 Mit C7.2.2 0,116+0,004
MRS A2.1 0,260+0,001 LAB6.1.A 0,250+0,006
LAB6.2.A 0,323+0,007 MRS C8.3 0,572+0,001
M176.1.2 0,176+0,006 MRS C7.1 0,961+0,000
LAB3.2B 0,105+0,004 LAB1.2.B 0,167+0,005
LAB 1.4.A 0,272+0,007 LAB6.3.A 0,361+0,001
LAB 6.5.A 0,299+0,005 LAB1.3B 0,341+0,003
LAB6.1.B 0,150+0,003 LAB 7.7 0,360+0,006
LAB6.2.B 0,268+0,002 LAB1.3.2.B 0,263+0,006
LAB1.3.1.B 0,290+0,002 BHI C7.4 0,399+0,012
4.1.Y 0,417+0,010 LAB3.2.A 0,279+0,002
LAB1.2.A 0,423+0,007 MRS C6.2 0,446+0,005
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3.11. Laktik Asit Bakterilerinin Laktik Asit Uretimi

Laktik asit bakterilerinin laktik asit {iretim miktar1 titrasyon yoOntemi ile
belirlenmistir. En diisiik laktik asit iiretim ytizdesi %0,306 MRSC7.1 izolatina; en yiiksek
iiretim yiizdesi ise %1,062 LAB6.3.A izolatina aittir (Tablo 3.12).

Tablo 3.12. Laktik asit bakterilerinin laktik asit iiretim miktar: (%)

izolat no Uretim miktan izolat no Uretim miktan
CAl1.4Db) 0,666+0,025 LABI1.3.1.B 0,382+0,002
MRSC6.1 0,414+0,000 LABNO:3B 0,522+0,000
MRSC7.2 0,342+0,010 LAB1.4.A 0,472+0,000
MRSCS.1 0,342+0,012 LAB6.3.A 1,062+0,000
LAB3.2.A 0,630,017 LABG6.1.A 0,99+0,014
MRSC6.2 0,486+0,012 LABI1.2.A 0,63+0,007
LABI1.5.1.A 0,450,011 LAB7.7 0,828+0,001
MITC7.2.2 0,630,008 LABI1.3.1.A 0,576+0,004
LABI1.1.A 0,810,007 LABI1.3.A 0,468+0,001
LABI.1.A 0,522+0,001 LAB6.1.B 0,954+0,004
MRSCS8.3 0,324+0,001 MITC8.1.A 0,468+0,003
MRSC7.1 0,306=0,002 BHIC7.4 0,45+0,008
LABI1.3.2.B 0,675+0,006 LABNO:3A 0,918+0,001
LABI1.5.1.B 0,742+0,007 MITCS.1.B 0,738+0,001
LABI1.2.B 0,576+0,006 LAB6.3.B 0,855+0,002
LAB3.2.B 0,522+0,002 MRSA2.2 0,558+0,001
LAB1.4.B 0,702+0,007 LAB6.5.A 0,846+0,010
LABI1.3.B 0,504+0,005 MRSA3.1 0,468+0,001
MRSC7.3 0,432+0,003 M176.1.2 0,648+0,004
MRSA2.1 0,54+0,016 41.Y 0,63+0,009
MRSA3.2 0,54+0,009 LAB6.2.A 0,72+0,007
LABI.1.B 0,702+0,002 LAB6.2.B 0,9+0,064
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3.12. Laktik Asit Bakterilerinin Antioksidan Aktivitesi
3.12.1. DPPH serbest radikali yakalama aktivitesi

Laktik asit bakterilerinin DPPH serbest radikali yakalama aktivitesinin kiiltiir
siipernatantinda (KS) en yiiksek degerlerde oldugu goriilmiistiir. KS aktivitesi en diisiik
olan (%60,09) izolat LAB 1.5.1.A numarali izolattir. En yiiksek KS aktivitesi (%116,70)
gosteren ise M 17 6.1.2°dir. HS aktivitesi en diistik (%1,81) izolat LAB 1.4.B; en yiiksek
izolat (%92,14) MRS A2.2°dir. SHS aktivitesi en diisiik izolat (%8,60) LAB 1.4.B; en
yliksek aktivite (%68,65) gosteren ise M17 6.1.2 nolu izolat olmustur (Sekil 3.19).
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Sekil 3.19. Laktik asit bakterilerinin DPPH serbest radikali yakalama yiizdesi. KS: kiiltiir siipernatanti,

HS: hiicre siispansiyonu, SHS: sonike edilmis hiicre siispansiyonu

3.12.2. ABTS" serbest radikal yakalama aktivitesi

LAB izolatlarmmin ABTS® serbest radikali yakalama aktivitesinin kiltir
siipernatantinda (KS) en yiiksek degerlerde oldugu goriilmiistiir. KS aktivitesi en diisiik
olan (%52,58) izolat LAB 6.3.A numarali izolattir. En yiliksek KS aktivitesi (%89,41)
gosteren ise M17 6.1.2°dir. HS aktivitesi en diistik (%1,81) izolat LAB 1.4.B; en yiiksek
izolat (%91) MRS A2.2°dir. SHS aktivitesi en diisiik izolat (%8,60) LAB 1.4.B; en
yliksek aktivite (%90,93) gosteren ise MRS A2.2 olmustur (Sekil 3.20).
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Sekil 3.20. Laktik asit bakterilerinin ABTS serbest radikali yakalama yiizdesi. KS: kiiltiir siipernatantt,

HS: hiicre siispansiyonu, SHS: sonike edilmis hiicre siispansiyonu

3.13. Hemolitik aktivite

Inkiibasyon sonunda laktik asit bakterilerinin kolonileri ¢evresinde zon olusumu

gozlenmemistir. Tiim laktik asit bakterileri y-hemolitik olarak degerlendirilmistir.

3.14. Laktik Asit Bakterilerinin Siipernatantlarinin Antibakteriyal ve Antifungal
Aktiviteleri

Laktik asit bakterilerinin siipernatantlarinin secilen izolatlara karsi antibakteriyal
ve antifungal aktiviteleri kuyucuk difiizyon yontemi ile belirlenmistir. Secilen patojen
izolatlar: Staphylococcus epidermidis BHIC1.2, Streptococcus salivarus M17A1.2,
Streptococcus parasanguinis LAB8.2.B, Staphylococcus aureus KAS.1, Rothia
dentocariosa KAA7.2, Neisseria flavescens KAA1.1.2, Bacillus subtilis M176.2(2),
Staphylococcus warneri M1714.1, Streptococcus mutans M173.1, Neisseria perflava
BHIA7.a, Enterococcus faecium M179.2.1, Corynebacterium argentoratense KA4.1(2),
Candida albicans MRSAA4.1, Candida tropicalis BHICS8.2.1, Cryptococcus laurentii
MRSA4.2, Candida norvegensis MitA5.2 numarali izolatlardir. Inkiibasyon sonunda

inhibisyon zonu goriilmemistir.
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3.15. Bakterilerin Antibiyotik Duyarhhklarinin Belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin 19 farkli antibiyotik i¢in duyarliliklar1 disk diflizyon
yontemi ile belirlenmistir. Bakterilerin antibiyotik duyarliliklar1 birbirinden farklilik
gostermesine ragmen tamaminin kanamisin, linezoid, tetrasiklin, sefalotin, ampisilin,
eritromisin, klindamisin ve imipeneme duyarli oldugu goriilmiistiir. En az duyarl
olduklar1 antibiyotikler ise kanamisin, vankomisin ve siilfometoksazol+trimethoprim
olmustur (Tablo 3.13). Sekil 3.21°de disklerin LABI1.3.1.A izolatinda, Sekil 3.22’de

LABG6.3.A izolatlarinda olusturduklar1 inhibisyon zonlar1 gosterilmistir.

Laktik asit bakterilerinin siipernatantlarinin  antibakteriyal aktivitelerinin
belirlenmesinde kullanilan patojen bakterilerin antibiyotik duyarliliklar1 Tablo 3.14’te
verilmistir. Buna gore tiim bakteriler farkli seviyelerde siilfometoksazol+trimethoprim,
penisilin, kloramfenikol, linezoid, tetrasiklin, cephalothin, ampisilin, eritromisin,

klindamisin, vankomisin ve imipeneme duyarlilik gostermistir.
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Tablo 3.13. Laktik asit bakterilerinin antibiyotik duyarliliklar: (zon ¢apt, mm) * azalan iireme, R: direngli

SXT | AK | P C | ME [INZ | K INET|TE | S | KF |OX | AM |CN | E | DA |[MET| VA | IPM
25 30 10 | 30 5 30 30 | 30 | 30 | 10 | 30 1 10 10 |15 | 2 5 30 10

LAB 1.4.B R 10 R | 25 R 25 15 | 25 120 | 22 R 15 15 [ 36| 30 R R 24
LAB 1.3.A R 15 R | 18 R 30 10 | 20 | 25 | 12 | 18 R 16 R |30 ] 28 R 8 34
MRS A3.2 R 14 R | 24 R 28 R 18 | 28 | 16 | 26 10 25 10 [ 30| 30 R R 17
MRS C6.2 16 9 R | 21 R 26 R 15 16 | 12 | 13 10 10 18 [ 34| 16 R R 42
LAB 6.5.A R R 11 | 26 R 27 R R 25 110 | 20 R 12 15 [ 24| 34 R R 30
MITCS8.1b) | R 10 20 | 30 R 30 R R 24 121 | 29 R 16 30 | 30| 36 R 10 36

MRS A2.1 R R [275] 33 16 37 R 9 32 9 20 R 34 R |32]21 R R 225
MRS Cé6.1 18 R 18 | 28 R 31 R 12 | 20 8 20 14 32 11 |30 ] 13 12 R 25
MRS C7.2 18 22 R | 40 R 35 16 | 27 | 35 | 25 | 10 10 12 1255|171 20 R R 25
MRS C8.3 R R 25 | 31 R 36 R R 26 | R | 31 |95 235 | R |26 31 R R 35
MRS C7.3 15 24 R | 37 R 40 17 | 27 | 37 129 13 |10,5] 18 26 |26 | 28 R R 45
MRS A3.1 R 22 26 | 26 14 26 16 | 22 | 40 | 26 | 26 R 36 20 |30 ] 20 R R 24
MRS C7.1 17,5 R R | 34 R 335 | R 18 | 28 | R 16 R ] 16,5 9 135] 36 R R 32
LAB 1.1.B R R 35 1 28 ] 20 32 R R 34 | R | 35 10 32 R |36] 26 R R 21
M17 6.1.2 R R 14 | 33 R 32 R 9 34 |14 | 30 R 21 10* 142 | 24 R R 23*
LAB13.1.B| R R 30 | 20 17 28 R R 34 | R | 32 12 35 R 34| 25 R R 22
LAB 6.1.B R R 28 | 30 16 34 R R 32 | R | 32 R 35 R |36 34 R R 22
LAB1.2.A R R 36 120 | 23 20 R R 34 9 30 12 36 R |33] 34 R R 22
LAB 3.2.A R R 34 |30 | 22 36 R R 35 8 32 12 38 R 32120 R R 23
CA14B) 15* | 10* | 10 | 24 R 25 R 13 | 25 | 14 | 18 R 11 13 [ 36| 26 R R 26
LAB 14.A R R 24 |22 | 22 34 R R 34 | R | 32 10 35 R |32] 30 R R 20
LABNO:3B| R R 11 | 32 R 30 R 8 34 |21 | 27 R 22 20 130 ] 24 R R 24




LL

Tablo 3.13. (Devam) Laktik asit bakterilerinin antibiyotik duyarliliklar: (zon ¢api, mm) * azalan tireme, R: direngli

SXT| AK | P C |  ME |INZ | K INET| TE| S | KF | OX| AM | CN | E | DA|MET| VA | IPM
25 30 10 | 30 5 30 30 | 30 | 30 | 10 | 30 1 10 10 |15 | 2 5 30 10
LAB132B | R R 36 | 25 | 20 24 R R 35 | R | 30 12 35 R [30] 24 12 R 25
LABNO:3A | R R 36 | 28 | 22 35 R R 36 8 32 12 30 R [28] 20 R R 20
LAB 6.3.B R R 32 | 30 18 35 R R 32 | R | 32 9 35 R [32] 32 R R 23
MIT C7.2.2 15 R 20 | 26 R 28 R 14 | 23 8 30 R 25 10 | 25| 30 R R 35
BHIC74 13* 10 20 | 30 R 27 R 15 |24 R | 32 10 23 9 1241 30 R R 35
MRS A2.2 R R 12 1 20 8 25 R 11 |29 |16 | 30 R 17 R [22] 16 R R 21
LAB 6.2.A R R 32 | 28 | 15,5 32 R R 30 | R | 28 R 29 R [25]23 R R 19
4.1.Y R R 36 | 26 12 32 R 10 | 38 | 18 | 40 11 22 10 1421 20 R R 26
LAB 3.2.B R R 30 | 28 | 20 30 R R 34 | R | 29 10 32 R [31] 21 R R 23
LAB 7.7 R R 32 | 30 15 32 R R 32 | R | 24 R 30 R [25] 28 R R 17

LAB 6.1.A R R 31 | 32 19 36 R R 35 | R | 29 R 33 R 130 26 R R 1205

LAB 6.3.A R R 31 | 30 16 35 R R 32 | R | 32 R 32 R [30] 28 R R | 215
LAB1.1.A R R 32 130 | 20 36 R R 32 | R | 30 13 34 R [30] 23 R 9 22
LAB151.B | R R 32 | 24 11 32 R R 32 | R | 32 12 33 R [30] 30 R R 24
LAB 1.2.B R R 20 | 34 18 36 R R 30 | 10 | 29 R 31 R [30] 20 R R 20
LAB151.A | R R 40 | 27 15 40 R R 40 | R | 34 14 36 R [32] 30 R R 24
LAB13.1.A | R R 26 | 32 | 22 38 R R 383 | R | 34 R 40 R [32] 24 R R 22
LAB 1.3.B R R 21 | 29 11 32 R 11 | 32 110 ] 36 | 20 40 R [32] 20 R R 25
MRS C8.1 13 R 16 | 30 R 31 R 12 | 25 | 10 | 30 R 21 10 |29 | 22 R R 35
MIT C8.12a) | 16* R 15 | 38 R 34 R 10 | 34 | R | 32 R 16 R [24] 29 R R 32
LAB11.1.A R R 19 | 32 11 40 R R 32 | R | 32 R 18 R [32] 26 R R 21
LAB 6.2.B R R R | 34 R 35 R R 3219 32 R 16 R [36] 32 R R 21




Sekil 3.21. Antibiyotik disklerinin LABI.3.1.4 izolatinda olusturduklar: inhibisyon zonlari

Sekil 3.22. Antibiyotik disklerinin LABG.3.4 izolatinda olusturduklar: inhibisyon zonlart
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Tablo 3.14. Patojen olarak kullanilan bakterilerinin antibiyotik duyarliliklar: (zon ¢api, mm), R: direngli

SXT| AK | P C | ME |[INZ | K (NET|TE| S | KF |OX | AM |[CN | E | DA |MET| VA | IPM
25 30 10 | 30 5 30 30 | 30 | 30 | 10 | 30 1 10 10 |15 | 2 30 10
BHIC1.2 17 11 13 | 24 15 31 |10,5] 18 | 33 8 35 21 22 19 126 | 22 24 20
M17A1.2 21 22 | 26 15 32 8 11 | 35 |16 | 26 14 29 14 | 28 | 28 R 25 26
LABS.2.B 15 R 11 | 21 R 30 R R 21 | R 15 R 23 R [ 11 ] 10 R 24 | 20,5
KAS.1 25 16 15 118,5| 20 28 15 18 | 25 |12 195 | 21 | 175 9 [10] 10 R 19 22
KAA7.2 12 R |12,5]23,5] R 26 R R 29 | R 15 R 1205 R |10] 10 R 23 | 20,5
KAAl.1.2 25 | 155 | 12 | 20 | 185 | 21,5 | 15 19 | 28 | 13 | 31 25 16 16 | 17 |14,5| 18 15 26
M176.2(2) 35 23 26 | 31 29 35 22 | 25 | 26 | 16 | 20 16 30 22 | 381 10 8 26 21
M1714.1 12 10 | 19 23 17 1 24 | 24 14 19 10| 9 R 22 19
M173.1 13 10 | 20 20 R R [225 16 21 10 | 11 R 1225 20
M179.2.1 21 22 | 26 15 32 8 11 | 35 16| 26 14 29 14 | 28 | 28 R 25 26
KA4.1(2) 12 12 | 23 R 27 R R 29 | R 16 R 1205 R |10] 10 R 23 | 20,5
BHIA7.A 25 16 12 | 20 19 | 215 | 15 19 | 28 | 13 ]| 31 25 16 16 |17 ] 14 18 15 20




3.16. Mayalarin Antifungal Duyarhliklarinin Belirlenmesi

Maya izolatlarinin 8 farkli antifungale karsi duyarliliklar1 incelenmistir. Bunun
sonucunda tiim izolatlarin farkli seviyelerde tiim antifungallere kars1 duyarli olduklari
goriilmiistiir. Maya izolatlarinin en duyarli oldugu antifungal ketoconazole, en az duyarl
olduklar ise itraconazole olmustur (Tablo 3.15). Sekil 3.23’te disklerin MRSA4.1 ve

BHIC?7.2 izolatlarinda olusturduklari inhibisyon zonlar1 gsterilmistir.

Tablo 3.15. Maya izolatlarinin antifungal duyarliliklar: (zon ¢api, mm)

KTC [CAS[ITR| NY | AMB | VOR | POS [ FLU
10 | 5 | 10 | 100 | 100 1 5 | 25
NA93b) (30 |25 |14 |24 25 28 29 (24
M 5.1a) 33 2 |16 |23 23 24 28 |15
M 5.1b) 33 23 (19 |23 22 22 31 |17
M 9.1 b) 33 20 |18 |26 20 34 31 |27
M 9.1a) 35 21 |15 (23 18 35 27 (30
BHI (7.2 30,5 (21 |14 [23,5 195 |22 22 [155
MRS Ad.1 26,5 |18,5 |12,5 |21 13,5 |29 16,5 |23
MRS A4.2 |29 19 [10,5 |21 16 25 18 [21,5
Mit A5.2 25 20 (65 |26 18,5 |27 24 155
Mit AS5.1 235 (21 |10 |26,5 |20 28,5 (20,5 |18
BHI (8.2 265 (20 |145 |22 16,5 |24,5 [19,5 [22,5
Mit C8.2 295 [19,5 |13 |18 17,5 |30 20 |25
BHI C8.2.1 |29 195 [13 |20,5 |17 27,5 19,5 |245
L9.5.A 32 (23 |10 |30 26 31,5 |265 |24,5
L 9.6.1 27 |23 |9 |24 28 29 28 |18
L9.6.A.1 31 24 11 |26 27 265 (25 |21
L9.1.A 31 21 (9 |24 26 26 26 |20
9.3.A 30 |26 |12 |26 25 27 25 |21
9.6.2 32 |23 |11 |23 28,5 |26 25 (20
9.1.B 34 |24 |10 |25 26 28 23 |21
9.6.A 30 |22 |10 |24 23 27 25 (20
M17C11 |25 20 [10 |26 13 30 20 |18
PDA C8 30 |21 |10 |26 17 30 17 |22
NA94Db) |25 25 [15 |20 25 30 28 (24
MitC7.21 |30 |20 [12 |25 18 27 18 |17
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Sekil 3.23. Antifungal disklerin olusturduklart inhibisyon zonlari (MRSA4.1 ve BHIC7.2)

3.17. Mikroorganizmalarin Biyofilm Olusturma Kapasitelerinin Belirlenmesi

3.17.1. Kongo kirmizili agar (CRA) yontemi

Laktik asit bakterileri disindaki diger bakterilerin CRA yoOntemi ile biyofilm
olusturma kapasiteleri incelenmistir. Bakterilerin koloni renkleri derecelendirilmis ve
acik kirmizi koloni olusturan bakteriler (-), en koyu renk olanlar ise (+++) olarak
degerlendirilmistir (Sekil 3.24). Buna gore 35 izolat (-), 28 izolat (+), 34 izolat (++) ve
26 izolat (+++) bakteri oldugu belirlenmistir (Tablo 3.16).

Tablo 3.16. Bakterilerin CRA aktiviteleri

izolat no CRA izolat no CRA
KA 6.1 (1) + M1751(1) -
NA 2.2 a) + M1762(2) +
KA 1.2 2) T+ KASI(l) -
NA 9.3 (A) + MI176.1.3.1  +++
NA 2.2B) + MI17613  +++
LAB 13B +++ M177 -
KA 23 (1) + M17 13 ;
NA 5.1 B) +++ M17 3.1 ++
KA 4(1) ; M1732(1) ++
123.1.1A ; MI711(1) -
NA 6.1 + BHIC2.2 -
KA 2(1) + 13.LY.1 :
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Tablo 3.16. (Devam). Bakterilerin CRA aktiviteleri

izolat no CRA izolat no CRA
M1713.3 - CA3.62) +
M17 14.1 +++ CA 1.2 ++
CA 1.1 ++ KAC1.2 ++
BHI A7.2 - KA 6 -
NA 12.3.2 + KA 4.2 (3) ++
M17 12.1.4 ++ MIT C4.2.1 +
M17 A2.1 ++ KA 10.2.2 (1) ++
KA 7.2 ++ KA 1.3 (1) +
KA 6.1.1 alt - KA 4.1 (2) ++
M17C4.2.3 - MIT C7.1 -
KA 9buyuk ++ MIT C7.2 +
NA 13 A) ++ KA 10.2.2 (2) +
MIT C2.2 +++ M17 C4.2.2 +++
NA 12.3.1.1B) + BHI C1.4.2 +
KA 6.1 (2) - KA 8.1 (2) r
KA 6.1.1ust M17 A6.1 +++
NA 9.4 A) NA 14 ++
KA A4.3 - CA 32 +++
M179.2.1 - BHI Al.1 -
BHIA7.1.1 - BHIA1.5 -
KA 12.2 ++ KA 2.3 -
CA14A) - KA Al.1.2 ++
KA 5.2.1 - M17 A2.2K ++
NA 12.1.1A) + BHI C1.3.3
M1713.1.1 ++ KA 4.4 (1)221 +
BHIA4.1 +++ MitAl.2 ++
KA C5.2.1 + KA 10kiigiik ++
M17 A2.2 ince ++ BHI A7.A -+
NA 12.3 KA 7(1) ++
KA 10.1.2 NA 7.2 +++
KA 5.1 ++ KA 10 biiyiik ~ +++
KA 10.1.1¢izgi ++ CA33a) ++
M171.2 3) KA C8.3.1 ++
NA 12.1.1C KA C5.2.2 ++
CA 3.4B KA C5.1 ++
LABI12.1.2 ++ KA C8.3.3 +H
LAB 8.2.B + BHI A1.2 ++
NAS.1A) +++ KA C4.1 +++
KA A2.1 +++ KA A.5.2 -
M1712.3.1.A +++ KA C3.1 -
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Tablo 3.16. (Devam). Bakterilerin CRA aktiviteleri

izolat no CRA izolat no CRA
NA 7.3 C) - BHIAS.1  +++
LAB9.3.A - BHI A5.3 -
CAS5.1A) - M17 Al1.2 +++
KA 2(2) T+ M17C411  +
BHIC3.3.2 + M17 A2.2 ++
NA 12.1.2 + BHI A2.2 +++
NA 7.3 B) ; MIT C33  +++
CA 5.1 B) ; BHICL2  +++
NA 12.1.1 B) - KAC6.Lb -
M17 13.1 (1) :

Sekil 3.24. CRA ’da siyah renkli biyofilm pozitif (LAB13B) ve ag¢ik kirmizi renkli biyofilm negatif (KA8.1(1))

kolonilerin gériintiisii

3.17.2. Mikrotitrasyon plak yontemi

Tiim bakterilerin farkli karbonhidrat kaynaklar1 igeren besiyerinde biyofilm
olusturma kapasiteleri incelenmistir. Tablo 3.17°de laktik asit bakterilerinin, Tablo
3.18de diger bakterilerin olusturduklar1 biyofilm aktivitesi verilmistir. Buna gore laktik
asit bakterilerinden 12 tanesi laktoz, 9 tanesi siikroz, 8 tanesi fruktoz, 7 tanesi glikoz, 5
tanesi maltoz ve 3 tanesi rafinoz igeren besiyerinde en yiiksek biyofilmi olusturmustur.
Patojen bakterilerden 22 tanesi maltoz, 20 tanesi laktoz, 19 tanesi glikoz, 18 tanesi
fruktoz, 17 tanesi siikroz, 16 tanesi rafinoz ve 9 tanesi ise galaktoz iceren besiyerinde en

yliksek biyofilmi olusturmustur.
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Maya izolatlarindan 10 tanesi rafinoz, 8 tanesi maltoz, 3 tanesi galaktoz, 2 tanesi
glikoz ve 2 tanesi fruktoz iceren besiyerinde en yliksek biyofilmi olusturmustur (Tablo

3.19).

Tablo 3.17. LAB izolatlarinin farkli karbonhidratlarda olusturduklar: biyofilmlerin 570 nm deki optik
yogunluklar:

Laktoz Maltoz Galaktoz Glikoz Rafinoz Siikroz Fruktoz
MiT C8.1.a 0,574 0,472 0,455 0,615 0,647 0,723 0,707

BHI C7.4 3,056 2,927 3,056 3,097 2,959 3,118 2,943
MiT C8.1.b 3,061 2,947 3,092 3,128 3,032 3,129 2,982
LAB 6.3.B 3,144 3,077 3,172 3,222 3,161 3,176 3,075
MRS A2.2 0,777 0,680 0,812 0,762 0,780 0,592 0,848
MRS A3.1 0,903 1,036 0,700 1,100 1,099 0,966 1,107
MRS C7.3 2,895 3,037 2,907 3,005 3,092 2,952 3,036
MRS A2.1 0,893 0,728 0,606 1,064 2,258 0,829 1,041
MRS A3.2 1,063 1,004 0,922 1,202 1,272 1,196 1,112
MiTC7.2.2 2,919 2,956 2,931 2,941 2,919 2,993 3,002
LAB 1.4.B 1,170 1,212 1,046 1,333 1,276 1,043 1,222
LAB 1.4.A 2,106 2,319 2,207 2,954 2,410 3,002 2,732
LAB 11.1.A 2,553 2,724 2,639 2,639 2,667 2,648 2,651
LAB 1.5.1.B 2,872 2,637 2,173 2,751 2,038 2,128 1,743
LABNO:3B 2,884 2,487 2,362 2,622 2,581 1,736 2,238
LAB15.1.A 2611 2,109 2,525 2,331 2,346 2,086 2,622
LAB 1.2.A 2,483 2,582 0,770 2,135 2,013 1,780 2,236
LAB 1.3.2.B 2,714 2,280 2,598 2,759 2,559 2,390 2,138
LAB 6.1.A 0,903 0,993 0,428 1,026 0,217 0,991 0,625
LAB 3.2.A 2,944 2,425 2,347 1,174 2,479 2,944 2,549
LAB 6.3.A 1,711 1,625 1,432 2,243 0,845 2,154 1,407

LAB 1.3.1.B 2,930 2,781 2,802 1,671 2,611 2,754 2,390

&4



Tablo 3.17. (Devam) LAB izolatlarimn farkli karbonhidratlarda olusturduklar: biyofilmlerin 570 nm deki
optik yogunluklar

Laktoz Maltoz Galaktoz Glikoz Rafinoz Siikroz Fruktoz
LAB 1.3.B 2,940 3,055 2,539 1,867 2,840 2,952 2,649
LAB1.1.A 2,798 2,543 1,870 2,226 1,840 2,402 2,179
LAB1.3.1.A 2947 2325 2,913 1,907 2,947 2,939 2,322
LAB 6.5.A 2,964 0,855 2,216 0,887 0,723 1,847 1,768
LABNO:3A 2,799 2518 2,283 2,241 2,510 2,830 2,082
LAB 6.1.B 0,741 0,690 1,131 2,046 1,343 1,046 2,945
LAB 3.2.B 3,043 2,614 2,734 1,072 2,841 2,822 2,877
LAB 1.2.B 2914 2,723 2,615 0,882 2,808 2,732 0,045
LAB 7.7 0,011 0,022 0,017 1,332 0,051 0,004 0,646
MRS C7.1 3,654 3,999 0,170 0,155 3,560 3,997 1,923
MRS C8.3 2,136 1,736 0,114 0,190 1,908 3,657 1,749
MRS C6.2 2,605 3,185 0,013 0,052 2,866 3,595 3,035
CA 1.4B) 1,163 0,806 1,018 L,115 0,365 1,233 0,569
MRS Cé6.1 3,041 3,135 0,281 0,228 3,036 3,647 2,404
MRS C7.2 3,042 3,992 0,042 0,061 3,507 3,944 3,873
MRS C8.1 2,168 2,251 0,188 0,115 1,813 3,229 2,224
LAB 1.1.B 2,797 2,142 2,786 1,825 2,640 1,732 0,035
LAB 6.2.A 1,093 0,760 1,003 1,826 1,095 0,763 2,189

LAB 6.2.B 1,906 0,514 0,721 2,696 0,926 0,873 1,960
M176.1.2 1,371 0,831 0,779 1,161 0,815 0,744 1,119
4.1.Y 0,062 0,341 0,810 0,785 0,340 0,560 1,380

Tablo 3.18. Patojen bakterilerin farkli karbonhidratlarda olusturduklar: biyofilmlerin 570 nm deki optik
vogunluklar

Galaktoz Maltoz Fruktoz Laktoz Glikoz Siikroz Rafinoz

KA 6.1 (1) 0,297 0,156 0,155 0,521 01113 0,601 0,143
NA 2.2 ) 0,909 0455 0581 0492 0817 0,830 0,121
KA 12 (2) 1,656 1,659 1,651 1206 0,781 1414 0,875
NA 9.3 (A) 0,382 1,658 0448 1277 0308 0,680 0,633
NA 2.2B) 1,121 1,619 1495 0,802 0891 0,707 0,368
LAB 13B 0,417 0306 0372 0536 01126 0081 0,096
KA 2.3 (1) 1,367 1,692 2,082 1,571 1432 1228 0,834
NA 5.1 B) 2,385 148 1,810 1,173 1,199 1,987 0,897
KA 4(1) 1,231 1,715 1,114 0,007 0923 0,463 0,340
12.3.1.1A 1,078 1,143 1251 0,023 0,797 0,488 0,249
NA 6.1 0,785 1,268 0264 0,121 0457 0,877 0,054
KA 2(1) 1,491 1254 1,157 0404 1,024 1614 1814
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Tablo 3.18. (Devam) Patojen bakterilerin farkli karbonhidratlarda olusturdukiar: biyofilmlerin 570
nm’deki optik yogunluklari

Galaktoz Maltoz Fruktoz Laktoz Glikoz Siikroz Rafinoz

M171.2 (3) 1,068 1,612 0,738 0,355 0,464 0,522 0,347
NA 12.1.1C 1,266 1,632 0,981 0,563 0,576 1,089 0,555
CA34B 1,909 1,324 0,679 1,245 0,423 0,653 1,110
LAB12.1.2 2,091 1,451 1,211 0,994 0,624 1,090 1,763
LAB 8.2.B 1,304 1,457 1,014 0,220 0,614 0,840 0,445
NAS.1A) 1,899 2,451 2,126 1,166 1,705 2,603 0,847
KA A2.1 2,428 2,190 2,277 1,801 1,391 2,120 0,561
M1712.3.1A 2,392 2,053 2,874 1,438 1,881 1,892 0,784
NA 7.3 C) 2,344 2,483 2,936 1,020 0,876 2,544 1,306
LAB9.3.A 0,523 0,977 0,631 0,419 0,010 0,351 0,067
CAS1A) 1,167 1,577 0,927 0,840 0,055 0,355 0,377
KA 2(2) 2,306 2,065 1,946 1,627 0,175 1,577 0,863
BHIC3.3.2 1,857 1,168 0,928 1,121 0,228 0,797 0,197
NA 12.1.2 1,275 1,761 2,254 1,310 1,033 0,717 0,167
NA 7.3 B) 0,474 0,426 0,422 1,538 0,267 0,472 0,931
CAS5.1B) 2,443 1,943 2,554 0,348 2,444 0,083 0,766
BHIC2.4 1,062 0,075 0,479 1,452 3,068 2,026 0,076
M17131(1) 0,158 0,096 0,254 0,064 0,683 0,186 0,180
M1713.3 0,140 0,119 0,331 0,069 0,035 0,165 0,162
M17 14.1 1,372 2,712 0,478 3,022 0,165 3,008 0,948
M175.1(1) 0,635 0,360 0,618 0,330 1,486 0,319 0,596
M176.2 (2) 0,736 0,724 0,830 1,108 0,650 0,955 0,685
KAS81(1) 0,054 0,106 0,200 0,572 0,073 0,154 0,126
M176.1.3.1 1,544 2,316 2,958 2,273 0,762 3,064 1,029
M176.1.3 0,820 2,133 2,672 2,207 1,051 2,996 1,282
M177 0,086 0,095 0,131 0,074 0,054 0,116 0,113
M1713 0,062 0,115 0,154 0,054 0,044 0,139 0,250
M17 3.1 0,585 2,186 1,106 2,666 1,012 2,119 3,016
M173.2(1) 0,611 2,708 0,797 2,285 0,243 1,528 3,006
M171.1(1) 0,595 0,510 0,592 0,810 0,213 0,505 0,705
BHIC2.2 0,301 0,908 0,320 0,263 1,302 0,029 0,534
13.1.Y.1 0,128 2,029 0,088 2,030 0,108 0,084 1,310
KA C8.3.1 2,502 2,906 1,092 3,011 1,735 1,965 2,861
KA C5.2.2 2,020 2,075 1,525 2,062 0,528 2,025 0,998
KA C5.1 3,020 3,079 2,950 3,042 3,005 1,557 1,224
KA C8.3.3 2,141 2,233 2,134 3,007 2,608 2,495 1,885
BHI A1.2 3,022 2,293 2,998 3,010 3,029 1,324 2,007
KA C4.1 2,184 2,906 2,820 2,843 3,004 2,882 1,482
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Tablo 3.18. (Devam) Patojen bakterilerin farkli karbonhidratlarda olusturdukiar: biyofilmlerin 570
nm deki optik yogunluklari

Galaktoz Maltoz Fruktoz Laktoz Glikoz Siikroz Rafinoz

KA A.5.2 1,193 2,843 0,737 3,049 2,721 0431 2,048
KA C3.1 0,204 0,249 3,177 0421 3,001 0312 1,424
BHI A8.1 0,824 0,259 0,672 0528 0,745 3509 2382
BHI A5.3 0,148 0,228 3259 0,104 2913 0214 1,138
M17 A1.2 2,469 3,854 3,991 3,419 3846 3,628 3,611
M17C4.1.1 1,116 1,365 3,515 0,927 3,158 0556 0,930
M17 A2.2 1,712 2,070 1,402 0520 1927 1839 1,676
BHI A2.2 2,728 2,370 1,651 1272 2,762 3,532 3,112
MIT C3.3 0,375 0,805 0,257 1,584 0,534 3,624 0411
BHI C1.2 1,251 2,349 0,004 0944 2466 3526 1,717
KAC6.1.b 0,074 0,580 0,002 0690 0838 0431 0,164
CA3.3a) 0,522 0,780 0,542 1,563 1,755 0,990 10284
CA 3.62) 0,007 0,693 0,288 1,471 1,136 0,841 0295
CA 1.2 2,045 2,648 1,673 1,644 2,641 1928 0,753
CA 11 0,332 0,200 0,032 0557 0978 0,723 0,090
BHI A7.2 0,002 0,152 0493 0393 0985 01109 0,010
NA 12.3.2 0,085 0,798 0,023 1,047 0,943 0693 0338
M1712.14 0,100 0,761 0,014 0868 0,781 0944 0,499
M17 A2.1 1,312 1,700 1,010 2,168 2,093 1,656 1,900
KA 7.2 0,024 0,056 0,007 0050 0,011 1,845 0,530
KA 6.1.1alt 0,007 1,826 0,963 0400 1,733 0481 0,016
M17C4.2.3 0,380 0,489 0,024 0732 0560 0510 0377
KA 9 biiyiik 0,351 0,462 0,658 1,521 2270 1,146 0235
NA 13 A) 0,601 0,745 0,833 1,406 2388 1,992 0235
MIT C2.2 1,552 0,987 1,459 2456 2,501 2223 2570

NA 12.3.1.1B) 0,020 0,839 0,015 1,665 0,878 0,578 0,212
KA 6.1 (2) 0,005 0,004 0,004 0,025 0,383 0,017 0,074

KA 6.1.1iist 0,282 2,178 1,212 1,910 2,492 0,684 0,045
NA 94 A) 0,115 0,940 0,034 0,497 1,460 0,769 0,325
KA A4.3 0,008 0,010 0,012 0,047 0,073 0,01 0,039
M179.2.1 0,698 0,166 0,005 0,388 0,369 0,391 0,086
BHIA7.1.1 0,005 0,021 0,004 0,071 0,046 0,102 0,064
KA 12.2 1,454 2,079 0,448 0,995 2,253 2,053 1,112
CA14A) 1,027 2,329 0,978 0,021 1,719 0,003 0,408
KA S5.21 0,008 0,096 0,004 0,155 0,586 0,261 0,097
NA 12.1.1A) 0,707 1,136 0,539 0,865 1,911 0,715 1,000
M1713.1.1 0,848 0,730 0,356 1,744 1,697 1,368 0,346
BHIA4.1 1,901 1,549 1,533 2,614 2,611 2,337 2,681
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Tablo 3.18. (Devam) Patojen bakterilerin farkli karbonhidratlarda olusturdukiar: biyofilmlerin 570
nm deki optik yogunluklari

Galaktoz Maltoz Fruktoz Laktoz Glikoz Siikroz Rafinoz

KA C5.2.1 0,123 0,067 0,221 0,119 0,372 0,577 0,246

M17A2.2 ince 1,851 2,063 1,623 2,338 2,224 2,219 2,092

NA 12.3 0,895 0,509 0,126 0,411 0,870 0,930 0,510

KA 10.1.2 1,828 1,249 2,231 1,537 1,052 0,973 2,076

KA S.1 0,992 1,334 1,303 1,223 1,077 1,363 1,725

KA 7(1) 0,988 1,347 1,137 1,130 1,130 1,470 1,503

NA 7.2 1,776 1,973 1,581 1,999 2,413 2,337 1,015

KA 10biiyiikk 1,424 2,114 2,867 1,571 1,537 2,502 2,365

KA10.1.1¢izgi 0,911 2,149 2,348 1,780 1,595 2,919 2,777

M17 A2.2K 2,138 1,715 2,246 2,830 2,152 1,383 1,555

BHI C1.3.3 1,0744 1,8930  0,6041 1,7096  0,6856  0,6060  0,5498
KA 4.4 (1)2.21 1,3789 1,6789  1,4373 1,1525  1,2704 11,1487  1,3380
MitA1.2 0,8280 1,8797  1,4994 0,9973  1,2308 1,8024  1,8183
KA 10 kiiciikk ~ 2,9323 3,0392  2,9553 3,0106 3,0264 11,5031 1,9442
BHI A7.A 2,7760 3,1674  3,0453 3,0710  3,0836  3,0343  3,0007
KA Al1.1.2 0,4548 1,2961  1,5939 1,0635  1,0950 2,0489  2,4302
KAC1.2 2,1059 2,9225  2,9819 2,9498  3,0474  1,1505 09212
KA 6 0,6615 0,6681 11,7117 0,5675  0,5264 04821 11,8389
KA 4.2 (3) 1,0045 0,5524  0,5560 0,5792  0,5449  2,1510 0,6318
MIT C4.2.1 0,8206 0,9369  1,3276 1,0730  0,8006  0,5889  0,8244
KA 10.2.2(1) 0,8558 1,9328  1,8072 1,2024 11,1365 1,4725 11,7593
KA13(@1) 0,4530 0,5621  0,4754 0,5789  0,5126  0,5544  1,4155
KA 4.1 (2) 0,4987 1,1919  0,3976 1,8844  0,4545 1,9668  0,4201
MIT ¢7.1 0,4947 0,6497  0,4375 0,5366  0,4095 0,5505  0,9857
M17 C7.2 3,1457 2,9694  3,0164 3,0794  2,5890 1,0354 29733
KA 10.2.2 (2) 0,9496 1,6452  1,7250 1,7730  1,1476  1,7936  2,6098
M17 C4.2.2 1,3179 1,3595  1,6025 2,6009  2,2968  2,6133  2,9365
BHI C1.4.2 0,7658 0,6127  0,9428 0,6396  0,7880  1,0168  0,6586
KA 8.1 (2) 0,5518 0,6024 11,7384 0,7419  1,0101  0,6434  1,0897
M17 Aé6.1 1,7741 1,3803  2,3589 2,8284  3,0323  2,7958  3,1235
NA 14 1,3744 1,3365  2,1644 1,6065 11,8473  2,5344 11,2289
CA3.2 1,0462 1,7313  2,6373 0,9596  1,2760  2,4229  2,0313
BHI Al.1 0,5253 1,2113  3,2597 0,8399  1,8788  0,5581  0,6547
BHIAL1.5 0,3555 0,4364  0,5967 0,6509  0,4529 0,6724  1,2132
KA 23 0,3753 0,3953  0,4737 0,6356 04911  0,5072  0,4975
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Tablo 3.19. Maya izolatlarimin farkli karbonhidratlarda olusturduklar: biyofilmlerin 570 nm’deki optik
yogunluklar

Laktoz Maltoz Galaktoz Glikoz Rafinoz Siikroz Fruktoz
M9.1b) 0,302 0,257 0,731 0,009 0,823 0,371 0,225

M9.1a) 0,348 0,328 0,600 1,046 0,317 0,353 0,292
Mit C7.2.1 0,141 0,243 0,438 0,006 0,252 0,112 0,211
MRS A4.1 0,175 0,375 0,554 0,243 0,146 0,372 0,240
Mit C8.2 0,217 0,259 0,574 0,152 0,710 0,220 0,355
BHIC8.2.1 0,318 0,617 0,550 0,823 0,399 0,426 0,450
BHI C8.2 0,271 0,345 0,648 0,136 0,651 0,111 0,312

Mit AS.2 0,012 0,022 0,028 0,082 0,086 0,025 0,105
Mit AS.1 0,115 0,114 0,112 0,073 0,210 0,061 0,175
NA 9.3 b) 0,084 0,102 0,211 0,159 0,392 0,153 0,273
M 5.1 b) 0,126 0,169 0,299 0,024 0,698 0,250 0,248

BHI C7.2 0,470 0,719 0,804 0,423 0,990 0,374 0,374
MRS A4.2 0,357 0,399 0,746 0,334 1,278 1,094 1,837

MS5.1a) 0,282 0,293 0,355 0,377 0,674 0,172 0,291
NA 9.4 b) 0,078 0,053 0,117 0,072 0,278 0,036 0,183
L9.6.A 0,043 0,314 0,016 0,138 0,024 0,002 0,059
L9.6.2 0,101 1,340 0,049 0,416 0,483 0,075 0,294
L9.1.B 0,025 1,891 0,005 0,577 0,066 0,045 0,463
L95.A 0,000 1,220 0,020 0,455 0,178 0,021 0,323
L9.6.A.1 0,061 0,914 0,009 0,301 0,012 0,002 0,207
L93.A 0,000 1,932 0,026 0,694 0,041 0,022 0,287
L 9.6.1 0,043 0,354 0,008 0,162 0,038 0,004 0,099
L91.A 0,059 2,310 0,039 0,588 0,219 0,025 0,296
M17 C1.1 0,278 0,377 0,650 0,135 0,673 0,161 0,315
PDA C8 0,175 0,386 0,570 0,245 0,166 0,375 0,240
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3.18. LAB’lerinin Siipernatantlarinin Antiadezyon ve Antibiyofilm Aktiviteleri
3.18.1. Mikrotitrasyon plak

Secilen laktik asit bakterilerinin biyofilm aktivitesi yiiksek patojenlere karsi
antiadezyon ve antibiyofilm aktiviteleri incelenmistir. Segilen patojenler: Staphylococcus
aureus BHIC1.2, Neisseria perflava BHIAT.A, Streptococcus salivarus M17A1.2,
Streptococcus mutans M173.1. Secilen laktik asit bakterileri ise L. casei LAB1.3.1.A, L.
rhamnosus LAB1.4.A, L. fermentum BHIC7.4, L. casei LABNo:3B, L. paracasei
LAB6.2.A, L. fermentum MRSC8.3, L. fermentum MRSC7.1, L. rhamnosus
LABI1.2.A’dir. Tablo 3.20’de laktik asit bakterilerin antiadezyon aktiviteleri, Tablo

3.21°de biyofilm inhibisyonu aktiviteleri verilmistir.

S.aureus BHIC1.2 i¢in en yiiksek antiadezyon aktivitesini L. fermentum MRSC7.1,
Neisseria perflava BHIAT.A icin L. fermentum MRSCT7.1, Streptococcus salivarus
M17A1.2 igin L. rhamnosus LAB1.4.A, Streptococcus mutans M173.1 i¢in L. rhamnosus
LABI1.2.A gostermistir.

S.aureus BHIC1.2 i¢in en yiiksek biyofilm inhibisyonu aktivitesini L. fermentum
BHIC7.4, Neisseria perflava BHIA7.A i¢in L. rhamnosus LAB1.4.A, Streptococcus
salivarus M17A1.2 i¢in L. casei LAB1.3.1.A gostermistir.

Tablo 3.20. Laktik asit bakterilerinin siipernatantlarimin antiadezyon aktiviteleri (%)

S. aureus S. mutans N. perflava S. salivarus
BHIC1.2 M173.1 BHIA7.A M17A1.2

L. casei
LAB1.3.1.A 31,40+0,225 67,75+0,012 23,94+0,282  35,70+0,033
L. rhamnosus

LAB1.4.A 44,51+0,012  72,51+0,010 55,210,145 44,82+0,236
L. fermentum

BHIC7.4 38,26+0,492 65,870,047 52,36+0,102  9,91+0,235
L. casei

LABNO:3B 39,68+0,108  72,57+0,010 39,56+0,042  17,12+0,434
L. paracasei

LAB6.2.A ) 62,79+0,061 36,15+0,082  38,17+0,016
L. fermentum

MRSC8.3 25,3240,142 71,760,066 37,66+0,007  42,61+0,0,079
L. fermentum

MRSC7.1 50,26+0,070  70,80+0,030 58,76+0,166  26,25+0,175
L. rhamnosus

LAB1.2.A 45,82+0,207  73,42+0,053 56,69+0,013  42,74+0,371
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Tablo 3.21. Laktik asit bakterilerinin siipernatantlarimin antibiyofilm aktiviteleri (%)

S. aureus S. mutans N. perflava S. salivarus
BHIC1.2 M173.1  BHIA7.A M17A1.2

L. casei

LAB1.3.1.A  53,91+0,121 ) 80,71+0,059 25,53+0,284

L. rhamnosus

LAB14.A 47,54+0,222 ) 83,83+0,086 14,76+0,266

L. fermentum

BHIC7.4 64,210,102 ) 83,20+0,049 )

L. casei

LABNO:3B  48,93+0,105 ) 80,24+0,052 )

L. paracasei

LAB6.2.A ) ) 39,43+0,138 )

L. fermentum

MRSC8.3 63,09+0,198 ) 81,160,057 )

L. fermentum

MRSC7.1 61,83+0,094 ) 80,06+0,125 )

L. rhamnosus

LAB1.2.A 45,56+0,264 ) 80,17+0,103 2,42+0,963
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3.18.2. Hidroksiapatit (HA) disk

Mikroplate deneyinde en fazla antiadezyon ve biyofilm inhibisyonu aktivitesi
gosteren laktik asit bakterilerinin HA disk iizerinde aktiviteleri incelenmistir (Tablo 3.22,
Tablo 3.23). Ayrica diskler iizerindeki biyofilm olusturmus canli bakteri sayisi
belirlenmistir (Tablo 3.24). Disklerin SEM goriintiileri ¢ekilmistir (Sekil 3.25, Sekil 3.26,
Sekil 3.27).

Tablo 3.22. Laktik asit bakterilerinin siipernatantlarimin HA diskinde antiadezyon aktiviteleri (%)

Antiadezyon

Staph. aureus BHIC1.2/L.fermentum MRSC7.1 32,27+£2,4

S. mutans M173.1/L. rhamnosus LAB1.2.A 20,98+6,02

S. salivarus M17A1.2/L. rhamnosus LAB1.4.A 6,6+2,2

N. perflava BHIAT.A/L. fermentum MRSC7.1 23,3+6,44

Tablo 3.23. Laktik asit bakterilerinin siipernatantlarimin HA diskinde antibiyofilm aktiviteleri (%)

Antibiyofilm

Staph. aureus BHIC1.2/L. fermentum BHIC7.4 44,89+9,62

S. salivarus M17A1.2/L.casei LAB1.3.1A 75,31£10,12

N. perflava BHIAT.A/ L. rhamnosus LAB1.4.A )

Tablo 3.24. HA diskindeki canli bakteri sayisinin inhibisyonu

Adezyon Biyofilm
S. mutans M173.1 12,02+0,4556 )
Staph. aureus BHIC1.2 | 5,250,437 24,95+0,156
S. salivarus M17A1.2 7,74+0,456 31,54+0,156
N. perflava BHIAT.A 12,43+0,051 )
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Sekil 3.25. Staph. aureus BHI C1.2 izolatinin HA diskinde olusturdugu biyofilm goriintiisii. A: Kontrol, B:
Bakterinin L. fermentum BHI C7.4 siipernatanti ile inkiibasyonu sonucunda olusturdugu
biyofilm

Sekil 3.26. S. salivarus M17A41.2 izolatimn HA diskinde olusturdugu biyofilm goriintiisii. A: Kontrol, B:

Bakterinin L. casei LABI.3.1A siipernatant ile inkiibasyonu sonucunda olugturdugu biyofilm

Sekil 3.27. N. perflava BHIA7.A4 izolatinin HA diskinde olusturdugu biyofilm goriintiisii. A: Kontrol, B:

Bakterinin L. rhamnosus LAB1.4.A siipernatanti ile inkiibasyonu sonucunda olusturdugu biyofilm
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3.19. Laktik Asit Bakterilerinin Halitosis Uzerine EtKkisi

E. faecalis NA 12.3.2 ve S. anginosus NA 2.2a ile inkiibasyonu sonucunda
olusturduklar1 koku 5 kisi tarafindan analiz edilmistir. 1-5 arasinda yapilan puanlamada
en kotii kokuya 5 puan verilmistir. Negatif kontrol olarak TR 146 hiicreleri kullanilmistir.

Koku analizi sonuglar1 Tablo 3.25’te verilmistir.

Tablo 3.25. Koku analizi

LAB1.2.A | Negatif MRSC7.1 | MRSC7.4 | LAB1.4.A | Pozitif LAB1.3.1A
Kontrol Kontrol
1 kisi 4 2 5 4 4 2 2,5
2 kisi 1 1 2 2 4 5 4
3 kisi 2 1 4 4 4,5 5 3
4 kisi 1 1 4 4,5 5 5 2,5
5 kisi 5 1 4 2 3 2 4
Ortalama | 2,6 1,2 4 33 4,1 3,2 3,8
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4. TARTISMA, SONUC VE ONERILER
4.1. Mikrobiyal Cesitliligin Degerlendirilmesi

Calismanin ilk basamaginda ¢ocuklardan alinmis oral biyofilm Orneklerinden
mikroorganizma izolasyonu yapilmustir. izolasyon sonucunda 206 mikroorganizma izole
edilmistir. Mikroskobik inceleme sonrasinda bunlarin 181 tanesinin bakteri, 25 tanesinin
ise maya izolat1 oldugu goriilmiistiir. Bakteri izolatlarindan 21 tanesinin Gram negatif,
160 tanesinin Gram pozitif; 100 tanesinin katalaz negatif, 81 tanesinin katalaz pozitif
oldugu belirlenmistir (Tablo 3.1). Bu sekilde bakteri izolatlarinin ilk siniflandirmast
yapilmustir.

Bakterilerin tiir diizeyinde molekiiler olarak tanilanmasi1 16S rRNA gen bolgesine
gore yapilmistir. 16S rRNA gen bolgesi bakteriyal filogeni ve taksonomi ¢aligmalarinda
en sik kullanilan gendir (Janda ve Abbott, 2007). Bu genin tiim bakterilerde bulunmast;
genin islevinin zaman i¢inde degismemis olmast ve bu nedenle dizi degisimlerinin
evrimsel siireci yansitmasi; 1500 baz ¢iftlik uzunlugunun yeterli biyoinformatik bilgiyi
saglamasi; evrimsel silirecte hem korunmus hem de degisken bdolgeler icermesi en sik
kullanilan genetik markir olmasini saglamistir (Janda ve Abbott, 2007; Verma vd., 2018;
Clarridge, 2004).

Elde edilen 16S rRNA dizilerinin BLAST analizi sonucunda bakteri izolatlarinin
Firmicutes, Proteobacteria ve Actinobacteria filumlarina ait oldugu goriilmiistiir (Tablo
3.4). Kiiltir bagimli ve kiiltiir bagimsiz yapilan oral mikrobiyota ¢aligmalarinda so6z
konusu bu filumlarin en baskin filumlar oldugu bildirilmistir (Lazaveric vd., 2009; Heller
vd., 2016; Tanner 2011).

Mikrobiyal kompozisyonda en baskin filumun Firmicutes (%83,4) oldugu
goriilmiistiir. Bu filum iginde birbirine yakin temsil edilme oranlariyla baskin olan cins
Lactobacillus (%28,17) olmustur. L. rhamnosus, L. fermentum, L. casei, L. paracasei, L.
salivarus ve L. plantarum tiirleri ile temsil edilmistir (Tablo 3.5). Oral mikrofloranin
daimi iiyesi olan Lactobacillus ¢alismada izole edilen en baskin cins olmustur. Ozellikle
son yillarda probiyotik 6zellikleri ile popiiler olan bu bakterilerin giinliik diyetlerdeki siit
ve siit lUriinleriyle ¢ok¢a alinmaya baslanmasi oral mikrobiyotaya yerlesme oranini
arttirmaktadir. L. rhamnosus’un yogurt tiiketiminin kesilmesinden iki hafta sonra dahi
ag1z boslugunda kolonize olmay1 siirdiirdiigii gosterilmistir (Meurman vd., 1994). Bunun

yani sira izolasyonda selektif besiyeri se¢ilmesi temsil oranini arttirmistir.
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Firmicutes filumu i¢inde Staphylococcus cinsi en baskin ikinci cins (%22,5)
olmustur. S. aureus, S. epidermidis ve S. warneri tiirleri ile temsil edilmistir. Nazal
floranin dogal iiyesi oldugundan agiza siirekli gecisi sz konusudur. Yetiskinlerle yapilan
bazi1 ¢aligmalarda agizdaki kolonizasyonunun yas ile dogru orantili oldugu gosterilmistir
(Smith vd., 2003; Percival vd., 1991). Ohara-Nemoto vd., (2008) saglikl1 yetiskinlerden
alinan biyofilm 6rneklerinde yaptiklar kiiltlirel calismada S. aureus ve S. epidermidis
tirlerinin  baskin oldugunu bulmustur. Bu bulgular calismamizla paralellik
gostermektedir. Bizim calismamizda da Staphylococcus iginde S. aureus (%12,15), S.
epidermidis (%9,39) baskin tiirler olarak belirlenmistir.

Calismada Enterococcus en fazla izole edilen iiglincii cins (%17,67) olmustur.
Enterococcus sp. gastrointestinal sistemin dogal iiyesidir, nozokomiyal enfeksiyonlara
neden olan firsatg1 patojenler olarak bilinmektedirler. Menenjit, Yara, iriner
enfeksiyonlarla da iligkili oldugu gosterilmistir (Donlan, 2002). Oral mikrobiyatada
diisiik oranda ve gegcici olarak bulunur. Oral mikrobiyotada bulunusu ile ilgili verilerin
cogunlukla endodonti tedavisi goren hastalardan saglandigi goriilmektedir. Sedgley vd.,
(2004) ornekleme yaptiklari yetiskinlerin %11’inden E. faecalis izole etmistir. Calismada
E. faecalis pozitif bulunan kisilerden yalnizca bir tanesinin dis ve dis eti sagligi
bakimindan saglikli oldugu bildirilmistir (Sedgley vd., 2004). Komiyama vd., (2016)
saglikli ¢cocuklardan agiz calkalama teknigi ile aldiklari 6rneklerde Enterococcus sp.
izolasyonu yapmustir. Orneklerin %10’u Enterococcus sp. pozitif degerlendirilmis,
tanilama sonrasi E. faecalis yaygmn tiir olarak belirlenmistir. Caligmamizda ise
Enterococcus sp. iginde izolasyon orani en yiiksek tiir E. faecium (%13,81), E. faecalis
izolasyon orani ise %2,2 olmustur. E. faecalis tasidigy viriilans faktorleri ve bunlari
horizontal gen transferi ile aktarmasi nedeniyle dis sagligi ile ilgili enfeksiyonlarda
tedaviyi zorlastirmaktadir (Anderson vd., 2015). Bu veriler dogrultusunda ¢alismamizda
E. faecalis’in izolasyon oraninin diisiik olmasi beklenen bir sonugtur.

Firmicutes filumundan izole edilen diger iiyeler Streptococcus sp. (%9,94) ve
Bacillus sp. (%4,97)dir. Streptococcus cinsine ait izolat sayisi diisiik olsa da tiir ¢esitliligi
en fazla cins olmustur. S. salivarus, S. anginosus, S. lutetiensis, S. parasanguinis, S.
oralis, S. mutans, S. intermedius ve S. sanguinis tiirleri ile temsil edilmistir. Streptococcus
spp.’nin oral biyofilmdeki oraninin Lactobacillus spp. varligiyla baskilandigi
goriilmektedir. Yapilan bircok calismada Lactobacillus sp.’nin S. mutans iizerine

antibakteriyal ve antibiyofilm etkisi oldugu bildirilmistir (Giingdr vd., 2013; Wu vd.,
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2014; Lin vd., 2015; Ahn vd., 2018). Bacillus sp.’nin oral mikrobiyotada diisiik oranda
bulundugu bildirilmigtir (Dewhirst vd., 2010). Bu veriler bizim bulgularimizla
ortiismektedir.

Proteobacteria filumundan Neisseria sp. %10,49 izolasyon oranina sahiptir. M.
flavescens, N. subflava, N. sicca, N. elongata ve N. perflava tirleriyle temsil edilmistir.
Daha onceki caligmalarda saglikli bireylerde Neisseria sp. oranmin diisiikk oldugu
bildirilmigtir. Kanasi vd., (2010) yaptiklar1 klonal ¢alismada; Ma vd., (2015) ise
mikroarray ¢alismasinda erken donem dis ciirtikleri ve saglikli cocuklarda Neisseria sp.
tespit etmistir. Daha Onceki ¢alismalarda dis ¢iiriigli olan yetiskinlerden izole edilen
Klebsiella pneumoniae ¢aligmamizda diisiik oranda izole edilmistir. Firsat¢1 patojen ve
oral mikrobiyotada dogal olarak yer almayan bu bakteri Rajaprabu vd., (2018) yaptig1
caligmada, 30 yasin lizerinde dis ¢iirligli olan 6 yetiskinden izole edilmistir.

Actinobacteria filumundan Rothia mucolaginosa (%2,76) ve R. dentocariosa
(%1,65) ve Corynebacterium argentoratense (%0,55) izole edilmistir. Ma vd., (2015)
yaptiklar1 mikroarray c¢alismasinda dis ¢iirtikleri olan ve saglikli cocuklarda Rothia sp.
tespit etmistir. Ciiriiklerde bulunma oranmin daha fazla oldugu bildirilmistir. Ayn1
calisgmada saglikli cocuklardan alinan biyofilm orneklerinde Corynebacterium
matruchotii tespit edilmistir. {1k dislenmede ve kalic1 dislerde olusan ciiriiklii ve ¢iiriiksiiz
biyofilmlerle yapilan klonal bir ¢calismada iki grupta da Corynebacterium sp. bulunmustur
(Aas vd., 2008).

Bakteri izolatlarmin Maximum Likelihood filogenetik agacglar1 yapilarak
filogenetik analizi gergeklestirilmistir. Agaclara dis grup olarak Bacteriodetes filumuna
ait Flavobacterium sp. (GenBank erisim no:AM179863.1) secilmistir. Filogenetik
agaclarin dogrulugunu test etmek icin bootstrap yontemi kullanilarak 1000 tekrarlt
yapilmistir. Proteobacteria tfilumu agacinda Klebsiella pneumoniae M17A6.1, M17A2.1
agacin kokii konumundadir. Actinobacteria filumu agacinda ise Corynebacterium
argentoratense agacin kokidiir. Firmicutes filumu agacinda ise Staphylococcus aureus
NA7.2 koktiir. Filogenetik agaglarda agacin kokii gruba evrimsel olarak en uzak diziyi
gostermektedir.

Candida albicans ve diger Candida tirleri agiz boslugundaki kommensal
mikroorganizmalar ile birlikte yasayan firsatci patojenlerdir. Saglikl kisilerde bulunma
orant %?20-40 arasindadir (Signoretto vd., 2009). Konagin bagisiklik sistemi

baskilandiginda ya da agiz igindeki ekolojik denge bozuldugunda enfeksiyona neden
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oldugu bilinmektedir. Bagisiklig1 baskilanan kisilerin %60’indan fazlasinda baskin
mikrobiyota haline geldigi bildirilmistir (Moore vd., 1993). Calismamizda saglikli
cocuklardan alinan biyofilm orneklerinden 25 adet maya izolat1 elde edilmistir Vitek 2
ile yapilan biyokimyasal tanilama sonucunda baskin cinsin Candida oldugu ve C.
dubliniensis, C. albicans, C. norvegensis, C. tropicalis tiirleri ile temsil edildigi
goriilmiistiir (Tablo 3.6). izole edilen toplam mikroorganizma sayisi iginde izolasyon
orani %12,13’tiir. Al-Ahmad vd, (2016) cocuklardan alinan biyofilm &rnekleriyle
yaptiklar kiiltiirel ¢alismada maya izolasyon oraninin %1 oldugunu gostermistir.

Cocuklardan alinan biyofilm ornekleriyle yapilan kiiltiirel bir ¢caligmada %50 C.
albicans ve %27 oraninda C. dubliniensis bulunmustur (Al-Ahmad vd., 2016). Kadir vd.,
(2005) 0-12 yas arasindaki ¢cocuklardaki Candida tiirlerinin bulunma oranini aragtirmistir.
300 cocukla yapilan aragtirmada cocuklarin %22,3’tinde C. albicans, %0,3’iinde C.
tropicalis bulunmustur. Srivastava vd., (2012) 3-18 yas arasindaki 60 ¢ocukla yaptiklari
kiiltiirel calismada 38 ¢ocukta C. albicans varligini tespit etmislerdir. Calismamizda bir
izolat Cryptococcus laurentii olarak tanilanmistir. Ancak literatiirde bu maya ile ilgili oral
biyofilm ile iligkilendirilmis herhangi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Yapilan bir
calismada Vitek 2 sistemi ile C. laurentii olarak tanilanmig 42 mayanin internal
transcribed spacer (ITS) gen bolgesinin dizilenmesi sonucunda sadece 2 tanesinin
gercekten C. laurentii oldugu, diger maya izolatlarinin ¢cogunlukla C. neoformans oldugu
gosterilmistir (Xiao vd., 2016). Bu nedenle C. /laurentii olarak tanillanan MRSA4.2 nolu
izolatin ve diger tiim maya izolatlarinin ITS gen bolgesine gore tanilanmasi daha dogru
ve gecerli bir tanilama olacaktir.

Calismamiz kiiltiir bagimli oldugu i¢in ortaya koydugu mikrobiyal cesitlilik
kisithdir. Inkiibasyon sartlar1 aerob ve %5 CO» igeren sartlarda gelisebilen fakiiltatif
anaerob bakterilerin gelisimi i¢in uygundur. Dolayistyla oral biyofilmde varlig1 bilinen
Fusobacterium sp. ve Bacteriodes filumu fyeleri gibi anaerob bakteriler izole

edilememistir.

4.2. Laktik Asit Bakterilerin Probiyotik Ozellikleri

Calismamizda izole edilen Lactobacillus sp. izolatlarinin probiyotik 6zellikleri
incelenmistir. Bir laktik asit bakterisinin probiyotik amagla kullanilabilmesi igin

oncelikle gastrointestinal sartlara diren¢ gostermesi beklenmektedir (Dunne vd., 2001).
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Bu nedenle izolatlarin oncelikle gastrointestinal sistemin girisi olan agizda canliliklart
devam ettirmeleri gerektigi i¢in lizozim direnci incelenmistir. Lizozim bakteri hiicre
duvarinda bulunan N-asetil glukozamin ve N-asetil muramik asit arasindaki beta 1-4
glikozidik baglarini yikarak antimikrobiyal etki gostermektedir (Vilcacundo vd., 2018).
0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1 ve 10 mg/ml konsantrasyonlarindaki lizozim soliisyonlarina tiim
laktik asit bakterilerinin direng gosterdigi goriilmiistiir. Bakterilerin izole edildigi yer agiz
oldugu icin, tiikiiriikkte bol miktarda bulunan lizozime direng¢li olmalar1 beklenilen bir
sonug¢ olmustur. Benzer sonuglar Koll vd., (2008) yaptiklar1 ¢calismada da elde edilmistir.
Mide s1visi pH 1,0 asitligindedir. Ancak besin alindiginda proteinlerin tamponlama
ozelliklerinden otiiri pH 3,0-4,0’e kadar ¢ikmaktadir (Koll vd., 2008). LAB’lerinin
gastrointestinal sistemin ikinci duragi olan midede hayatta kalma oranlarini belirlemek
amaciyla pepsin direnci deneyleri yapilmistir. Bakterilerin 3 mg/ml pepsine pH 2,0 ve pH
3,0’te; 3 ve 4 saatlik inkiibasyonlar sonunca hayatta kalma yiizdeleri degerlendirilmistir.
Inkiibasyon siireleri gidanin midede ortalama siiresine gdre belirlenmistir
(Maragkoudakis vd., 2006). Buna gore pH 3,0°te 3. saatte izolatlarin hayatta kalma oran1
%64,14-100 arasindadir. 4. saatin sonunda Lactobacillus plantarum MRSC6.2, L.
fermentum MitC7.2.2, L. rhamnosus LAB1.1.A, L. rhamnosus LAB1.3.1.B, L. paracasei
LAB 6.2.B, L. rhamnosus 4.1.Y, L. rhamnosus LAB1.3.A, L. paracasei LAB 6.1.B, L.
salivarus MitC8.1.A, L. rhamnosus LABNo:3A, L. paracasei LAB6.3.B, L. rhamnosus
MRSA2.2, L. casei LAB6.5.A, L. fermentum MRSC7.3, L. rhamnosus MRSA2.1, L.
rhamnosus MRSA3.2, L. rhamnosus LAB1.1.B izolatlarinin hayatta kalma yiizdelerinin
diistiigli goriilmektedir. Buna ragmen tiim izolatlarin hayatta kalma orani %50’nin
iizerindedir (Sekil 3.5). Bu sonuclar Garcia-Ruiz vd., (2014) sonuglariyla uyumludur.
pH 2’°de ise hayatta kalma ytizdeleri diismiistiir. L. rhamnosus LAB1.4.B izolat1 3.
saatin sonunda L. casei LAB6.3.A izolat1 ise 4. saatin sonunda lireme gostermemistir. 4.
saatin sonunda %380 ve iizerinde hayatta kalma oranina sahip olan izolatlar: L. rhamnosus
CA1.4.b, L. fermentum MRSC7.2, L. fermentum MRSC8.1, L. plantarum MRSC6.2, L.
rhamnosus LAB1.5.1.A, L. fermentum Mit C7.2.2, L. rhamnosus LABI1.1.A, L.
fermentum MRSCS.3, L. rhamnosus LAB1.5.1.B, L.rhamnosus LAB1.3.1.B, L. casei
LABNo:3B, L. rhamnosus LAB1.4.A, L. casei LAB1.3.1.A, L. fermentum BHIC7.4, L.
salivarus MitC8.1.b, L. rhamnosus MRSA2.1, L. rhamnosus LAB1.1.B, L. paracasei
LABG6.2.A, L. paracasei LAB6.2.B, L. rhamnosus M17 6.1.2 (Sekil 3.6). Strahinic vd.,
(2007) agiz boslugundan izole ettikleri L. salivarus izolatinin pH 2’de 4 saatlik
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inkiibasyon sonunda %80 hayatta kalma oranina sahip oldugunu gdstermistir. Bao vd.,
(2010) L. fermentum izolatlarinin aym sartlarda hayatta kalma oranlarinin %91-80,4
arasinda degistigini bildirmistir. Ayn1 tiir laktik asit bakterilerinin farkli direng
seviyelerinde olmalari, probiyotik ozelliklerin sus spesifik oldugunu gostermektedir
(Ramos vd., 2013; Collado vd., 2012).

LAB’lerinin pankreatin direnci 4. saatlik inkiibasyon sonunda olusturduklar1 optik
yogunluga bakilarak degerlendirilmistir. Buna gore tiim izolatlarin yiiksek hayatta kalma
oranlarina sahip oldugu goriilmiistiir. (Sekil 3.7). En diisiik oran (%79,6) L. rhamnosus
4.1.Y izolatina aittir. Bengoa vd., (2018) kefirden izole ettikleri L. paracasei izolatlarinin
ayn1 konsantrasyondaki pankreatin direncini incelemistir. Bu ¢alismadaki sonuglar, elde
ettigimiz sonuglar ile uyumludur.

LAB’lerinin safra tuzu direnci genis bir konsantrasyon araliginda (%0,08-5)
incelenmistir. Bunun nedeni daha 6nceki yapilan calismalarda kullanilan safra tuzu
konsantrasyonunun farklilik gostermesidir. Argyri vd., (2013) %0,5; Cao vd., (2018)
%0,3; %0,08 ve Taheur vd., (2016) %0,3, %0,5 ve %1; Koll vd., (2008) %0,08-5 oraninda
safra tuzu konsantrasyonlarini kullanmiglardir. %0,08 safra tuzu konsantrasyonunda tiim
LAB gelismistir (Sekil 3.8). %0,16 safra tuzu konsantrasyonunda ise LABI1.2.A, L.
salivarus MitC8.1.A, L. salivarus MitC8.1.B, L. rhamnosus LAB1.1.B, L. paracasei
LAB6.2.A, L. paracasei LAB6.2.B, L. rhamnosus M176.1.2 ve L. rhamnosus 4.1.Y
numarali izolatlar haricinde diger izolatlar gelisme gostermistir (Sekil 3.9). %0,3 safra
tuzu konsantrasyonunda L. rhamnosus CA1.4 b), L. plantarum MRSC6.1, L. fermentum
MRSC?7.2, L. fermentum MRSC8.1, L. plantarum MRSC6.2, L. rhamnosus LAB1.5.1.A,
L. fermentum MitC7.2.2, L. rhamnosus LABI11.1.A, L. fermentum MRSCS8.3, L.
fermentum MRSC7.1, L. rhamnosus LAB1.5.1.B, L. casei LABNO:3B, L. rhamnosus
LAB1.4.A, L. fermentum BHIC7.4 izolatlar1 gelisme gdstermistir. 4 saatlik inkiibasyon
stiresi ince bagirsakta gecirilen siireyi yansittig1 icin bu siirede bakterilerin canliliklarini
korumasi probiyotik aktivite i¢cin 6nemlidir (Taheur vd., 2016). Ancak bazi ¢aligmalarda
inkiibasyon siiresi 24 saate kadar uzatilmistir (KAYNAK). Inkiibasyon sonunda bazi
bakterilerinin gelismelerini siirdiiremedikleri goriilmiistiir. Bunlar: L. rhamnosus
(LAB3.2.A, LABI.1.A, LAB1.3.2.B, LAB1.2.B, LAB1.4.B, LAB1.3.1.B) izolatlaridir
(Sekil 3.10). %0,6 safra tuzu konsantrasyonunda ise %0,3’liik konsantrasyonda gelisme
gosteren izolatlardan, L. rhamnosus LAB11.1.A ve L. fermentum (BHIC7.4, MRSC7.2)

haricinde diger izolatlar gelismistir (Sekil 3.11). %1,25 safra tuzu konsantrasyonunda

100



gelisme gosteren izolatlar: L. plantarum (MRSC6.1, MRSC6.2), L. fermentum
(MRSC7.2, MRSCS8.1, MitC7.2.2, MRSCS8.3, MRSC7.1) L. rhamnosus (LAB1.4.A,
LAB3.2.A, LAB1.2.B) olmustur (Sekil 3.12). Aym izolatlar %2,5 ve %5 safra tuzu
konsantrasyonlarinda da gelisme gostermistir (Sekil 3.13, Sekil 3.14). Bu sonuglar
calismamizda elde edilen LAB’lerinin safra tuzu direncinin artan konsantrasyonuna bagl
olarak azaldigimi gostermistir. En yiiksek konsantrasyonda canliliklarini koruyabilen L.
fermentum, L. rhamnosus ve L. plantarum izolatlar1 olmustur. Fuochi vd., (2016) oral L.
fermentum izolatlarinin %0,5 safra tuzunda canliliklarini korudugu gostermistir. Koll vd.,
(2008) baz1 oral L. paracasei, L. plantarum, L. rhamnosus izolatlarinin %S5, baz1 L.
fermentum izolatlarinin ise %2,5°1ik safra tuzunda canliliklarini korudugunu bildirmistir.
Bu veriler ¢alismamizda elde edilen sonuglarla uyumludur.

Safra bagirsagin savunma mekanizmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Patojen
bakterilere kars1 inhibitdr etkisi safra tuzu konsantrasyonu ile belirlenmektedir (Charteris
vd., 2000). Bu nedenle laktik asit bakterilerinin probiyotik potansiyelleri arastirmalarinda
bakterilerin safra tuzu direnci 6nemli bir karakteristik 6zelliktir (Reyes-Nava vd., 2016).
Insan safrasmin fizyolojik konsantrasyonu %0,3-%0,5 arasindadir (Garcia-Ruiz vd.,
2014). Bu nedenle potansiyel probiyotik adayi bakterilerin bu konsantrasyonlarda
canliliklarini korumasi beklenmektedir.

Calismamizda izole edilmis LAB’lerinin gastrointestinal sistemdeki zorlu kosullara
direngli oldugu goriilmektedir. Ancak konaga yararli etkilerini gosterebilmesi i¢in
bakterilerin bagirsak ya da agiz gibi mukozal yiizeylere adezyonu énemlidir. Bu amagla
LAB’lerinin otoagregasyon, koagregasyon aktiviteleri ile hiicre-yiizey hidrofobisite
ozellikleri incelenmistir.

LAB’lerinin tamaminin otoagregrasyon aktivitesi gosterdigi goriilmistiir (Sekil
3.15). Tiirler icinde en yliksek ve en diisiik aktivite gOsteren izolatlar: L. rhamnosus
izolatlar1 i¢inde LABI1.1.A (%99,2), MRSA3.1 (%61,06); L. casei izolatlar1 iginde
LAB1.3.B (%98,28), LAB6.1.A (%59,50); L. paracasei izolatlar1 icinde LAB6.2.A
(%88,92), LAB6.3.B (%50,50); L. salivarus izolatlar1 MitC8.1.A (%59,19), MitC8.1.B
(%57,26); L. fermentum izolatlar1 icinde BHIC7.4 (%95,59), MRSC7.3 (%19,4); L.
plantarum izolatlar1 MRSC6.1 (%92,4), MRSC6.2 (%74,52) olmustur. Zakaria (2013),
L. paracasei, L. plantarum, L. casei, L. fermentum ve L. rhamnosus izolatlariin %51-
78,17 arasinda otoagregasyon aktivitesi gosterdigini bildirmistir. Campana vd., (2017) L.
salivarus (%19,33), L. casei (15,92), L. plantarum (%15,03) ve L. rhamnosus (%21,08)
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otoagregasyon aktivitelerini gostermistir. Guan vd., (2017) ise fermente siitten izole
edilen L. plantarum izolatinin otoagregasyon aktivitesinin 24 saat sonunda %387,74
oldugunu bildirmistir. Calismamizda elde edilen sonuclarin ¢ok daha yiiksek olmasi
bakterilerin orijini ile ilgilidir. Bakterilerin otoagregasyon aktivitesinin yiiksek olusu
biyofilm i¢inde bulunma oranlarini arttirmistir (Tablo 3.4).

Koagregasyon aktivitesi patojen mikroorganizmalarin  kolonizasyonunu
engelleyebilen bir 6zellik oldugu i¢in probiyotik bakterilerde aranan bir 6zelliktir (Kos
vd., 2003). LAB’lerinin E. coli, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus
mutans ATTC 2575 bakterileri ile koagregasyon aktivitesi incelenmistir (Tablo 3.8). L.
fermentum (MRSC7.1, MRSC7.2, MitC7.2.2), L. rhamnosus (CAl1.4.b, LAB1.2.B,
LAB1.5.1.B), L. plantarum (MRSC6.1), L. paracasei (LAB6.2.A), L. casei (LAB1.3.B)
izolatlar1 secilen patojenler ile koagregasyon yapmamigstir. Patojenlerin en yiiksek ve en
diisiik koagregasyon aktivitesi gosterdigi izolatlar: E. coli i¢in L. rhamnosus MRSA2.1
(%64,44), L. paracasei LAB6.1.B (%2,33); S. aureus i¢in L. paracasei LAB6.3.B
(%94,79), L. plantarum MRSC6.2 (%1,16); S. mutans i¢in L. rhamnosus LABNo:3A
(%90,9), L. rhamnosus LAB1.5.1.A (%3,48). Campana vd., (2017) E. coli O157:H7
ATCC 35150 ile L. rhamnosus (%11,0), L. plantarum (%10) koagregasyon
olusturdugunu, L. salivarus ile olusturmadigini bildirmistir. Guan vd., (2017) E. coli
DH5a’nin L. plantarum ile (%27,76), Gupta ve Bajaj (2018) fermente gidadan izole
edilen L. plantarum izolatinin Bacillus cereus (%82,7), S. aureus (%87,1), Enterococcus
faecalis  (%92,4) oranlarinda koagregasyon aktivitesi gosterdigini bildirmistir.
Laktobasillerin hiicre yiizey yapilar1 ¢ok cesitlidir ve ¢evresel etkilere karst modifiye
olabilmektedir (Sengupta vd., 2013). Bu bilgiler ve daha 6nce yapilan calismalarin
1s18inda LAB’lerinin koagregasyon aktivitesinin susa ve patojen bakteriye 6zgii oldugunu
goriilmektedir.

LAB’lerinin adezyonunda etkili olan diger parametre hiicre yiizeyinin hidrofobik
etkilesimleridir (Servin ve Coconnier, 2003). LAB’lerinin n-hekzadekan (apolar), etil
asetat (monopolar ve bazik) ve kloroform (monopolar ve asidik) ¢oziiciilerine
hidrofobisiteleri incelenmistir (Sekil 3.16). %0-35 diisiik, %36-70 orta ve %71-100
yliksek hidrofobisite olarak degerlendirilmistir (Samot vd., 2011). Buna gére LAB’lerinin
tamami1 n-hekzadekana yiiksek hidrofobisite gostermistir. Etil asetata 13 izolat yiiksek,
26 izolat orta ve 5 izolat diisiik; kloroforma ise 31 izolat yiiksek, 7 izolat orta, 6 izolat

diisiik hidrofobisite gostermistir. Etil asetat i¢in en yiiksek L. rhamnosus LAB1.4.A
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(%106,3), en disik L. fermentum MRSC7.3 (%22,69) izolatlar1 hidrofobisite
gostermistir. Genel olarak LAB’lerinin en az hidrofobisite gdsterdigi ¢oziicii etil asetat
olmustur. Samot vd., (2011) L. plantarum, L. casei, L. rhamnosus, L. fermentum ve L.
paracasei’nin de i¢inde oldugu oral laktik asit bakterisi izolatlar1 ile yaptiklar1 calismada
kloroform ve hekzadekana diisiik hidrofobisite oldugunu bildirmistir. Ancak Piwat vd.,
(2015) oral laktik asit bakterilerinin (L. casei, L. fermentum, L. paracasei, L. plantarum,
L. rhamnosus, L. salivarus) ksilen, kloroform ve etil asetata hidrofobisitelerinin orta-
yiiksek degerlerde oldugunu gostermistir. En diisiik etil asetata, en yiiksek klororoforma
hidrofobisite gdstermesi bizim bulgularimizla uyumludur. Ji vd., (2015) yeni dogan
diskis1 ve kimchiden izole edilen laktik asit bakterilerinin n-hexadekan ve kloroforma
%90’ 1min iizerinde hidrofobisite gosterdigini bildirmistir. Bu veriler de sonuclarimizla
ortiismektedir.

Bakteriyel kolonizasyonda ilk basamak konak dokularina adezyondur. Probiyotik
olarak kullanilacak bakterilerin konagin mukozal yiizeylerine baglanabilmesi en dnemli
ozelliklerden biridir (FAO/WHO, 2002). Hidrofobisitenin de bakteri hiicre yiizeyi
elektriksel ytikii gibi adezyon lizerinde etkili oldugu bilinmektedir (Piwat vd., 2015).
Ayrica agregasyon kapasitesinin adezyon 6zelligi ile iliskili oldugu gosteren ¢aligmalar
bulunmaktadir (Collado vd., 2008; Xu vd., 2009; Tuo vd., 2013). Bu bilgiler 1s18inda
calisgmamizda izole edilen LAB’lerinin konak epitel hiicrelerine baglanabilecek
potansiyelde oldugu goriilmektedir.

LAB’lerinin enzim aktiviteleri APl ZYM (Biomerieux) ile belirlenmistir. API
ZYM 19 farkli hidrolaz enzimini igeren, bakterilerin enzim profillerini ¢ikarmak igin
kullanilan hizli, kolay ve tekrarlanabilir bir tekniktir (Arora vd., 1990). Losin, valin
arilmidaz ve napthol-AS-BI fosfohidrolaz enzim aktivisitesinin izolatlarin tamaminda
degisen seviyelerde bulundugu goriilmiistiir (Tablo 3.9). N-asetil-B-glukozaminidaz
aktivitesinin sadece 3 izolatta (L. rhamnosus LAB 1.4.A, L. plantarum MRS C6.1 ve
MRS (€6.2), tripsin aktivitesinin ise L. rhamnosus LAB1.4.B izolatinda en diisiik
seviyede oldugu goriilmektedir. Sistein arilamidaz L. fermentum (MitC7.2.2, MRSC7.3,
BHIC7.4) izolatlar1 disinda tiim izolatlarda; asit fosfataz ise L. paracasei LAB7.7 disinda
tiim izolatlarda bulunmustur. L. fermentum (MitC7.2.2, MRSCS8.3, MRSC7.1, MRSC8.1,
MRSC?7.2, BHIC7.4, MRSC7.3), tiim L. salivarus izolatlari, L. paracasei LAB6.3.B, L.
casei LAB6.1.A ve L. rhamnosus 4.1.Y izolatlar a-galaktosidaz pozitiftir.
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Tim LAB’lerinde [-galaktosidaz enziminin yiiksek oranda bulundugu
goriilmiistiir. Bu enzimler laktoz intoleransina fayda saglayan enzimlerdir (Bassyouni
vd., 2012;). Laktoz intolerans1 semptomlarini azalttig1 bildirilmistir (Hussain vd., 2008).
Ayrica galakto-oligosakkaritlerin olugmasin1  saglayarak bagirsaktaki probiyotik
bakterilerin gelisimini ve kolonizasyonunu desteklemektedir. B-galaktosidaz enzimini
varligi siit tirlinleri teknolojisinde asidifikasyonu sagladigi i¢cin 6nemlidir. (Monteagudo-
Mera vd., 2011). Daha 6nce yapilan caligmalarda bazi laktik asit bakterilerinde API ZYM
ile B-galaktosidaz enzimi varlig bildirilmistir (Taheur, vd., 2016; Bassyouni vd., 2012;
Colombo vd., 208).

a-glukosidaz L. fermentum (MitC7.2.2, BHIC7.4), L. paracasei LAB6.3.B ve L.
salivarus MitC8.1.A disinda diger izolatlarda pozitiftir. Bu enzim karbonhidratlarin
sindiriminin son basamagini katalizlemektedir. Probiyotik amacla kullanilacak bakteriler
icin yararl bir 6zelliktir (Monteagudo-Mera vd., 2011).

Probiyotik bakterilerinin insan sagligi icin gilivenli olmasi zararli enzimler
icermemeleri ile iligkilidir.  -glukuronidaz bazi karsinojenlerin proksimal karsinojenlere
doniisiimiine neden olarak kolon kanseri olusumunu uyarmaktadir (Gill vd., 2002).
Dolayistyla laktik asit bakterilerinde bulunmasi istenmeyen bir enzimdir.
Calismamizdaki tiim izolatlar B-glukuronidaz negatiftir. Benzer sonuclari Nguyen vd.,
(2005) bildirmistir. Karakas-Sen vd., (2018) ise L. fermentum ve L. rhamnosus
izolatlarinda diisiik seviyede (1 nmol) B-glukuronidaz tespit etmistir.

LAB’lerinin proteolitik aktivitesi serbest tirozin miktar1 baz alinarak
hesaplanmistir. Buna gore en diisiik aktivitenin 0,035 mg/ml L. casei LAB6.1.A; en
yiiksek aktivite ise 0,665 mg/ml L. rhamnosus LAB1.2.A izolatina ait oldugu goriilmiistiir
(Tablo 3.10). Kivang vd., (2011) L. plantarum izolatlarinin aktivitelerinin 0,04-2,5 mg/ml
arasinda oldugunu bildirmistir ve diisiik proteolitik aktiviteli izolatlar olarak
tanimlamistir. Buna gore calismamizdaki izolatlar da diisiik aktiviteye sahiptir. Kefirden
izole edilen L. plantarum izolatlarinin 0,06-0,59 mg/ml, L. paracasei izolatinin ise 0,1
mg/ml oldugu bildirilmistir (Kivang, 2015). Laktik asit bakterileri diger bakteri
gruplarina gore daha diisiik proteolitik 6zellikte olsa da, gosterdikleri proteolitik aktivite
fermente siit iiriinlerinin organoleptik 6zelliklerinin gelisimi i¢in dnemlidir (Savijoki vd.,
2006).

Hidrojen peroksit laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen antimikrobiyal

maddelerden biridir. Ayrica oral biyofilmlerde bakteriyel DNA salinimini arttirarak
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bakteriler arasinda gen aligverisini sagladigr bilinmektedir (Kreth vd., 2009).
Calismamizda izole edilen laktik asit bakterilerinden en diisiik hidrojen peroksit {iretimi
(H202) 0,056 mg/ml L. salivarus MitC8.1.a izolatina; en yiiksek iiretim miktar1 ise 0,961
mg/ml L. fermentum MRSC7.1 izolatina aittir (Tablo 3.11). Er vd., (2019) vajinal laktik
asit bakterilerinin 0,308-0,863 mg/ml H2O» iirettigini bildirmistir. Bozadan izole edilmis
L. plantarum izolatlarinin H>O; iiretimlerinin 0,75-2,18 mg/ml arasinda oldugu, kefirden
izole edilen L. plantarum izolatlarinin 0,01-0,21 mg/ml, L. paracasei izolatinin ise 0,69
mg/ml H2O; tirettigi gosterilmistir (Kivang vd., 2011; Kivang vd., 2015). Sookkhee vd.,
(2001) tetrametilbenzidin ve horseradish peroksidaz igeren besiyerinde mavi renk
olusumuna bagli olarak laktik asit bakterilerinin H>O; liretimini incelemistir. L. paracasei
ve L. rhamnosus izolatlarinin H>O; {ireticisi oldugu bildirilmistir. Bu da bizim
sonuglarimizla uyumludur.

Laktik asit bakterileri karbonhidrat metabolizmasi sonucu laktik asit iiretmektedir
(Kandler, 1983). Oral mikrobiyotadaki laktik asit iiretimi patojen bakterilere karsi
antimikrobiyal etki saglasa da dis ¢iirligline neden oldugu bilinmektedir (Harper ve
Loesche, 1984; Karpinski ve Szkaradkiewicz, 2013). Calismamizda izole edilen
LAB’lerinin laktik asit tiretimi titrasyon yontemi ile belirlenmistir. Buna gore en diisiik
laktik asit tiretimi %0,306 L. fermentum MRSC7.1 izolatina; en yiiksek iiretimi ise
%1,062 L. casei LAB6.3.A izolatina aittir (Tablo 3.12). Toptas vd., (2014) oral laktik asit
bakterilerinin laktik asit {iretimini incelemislerdir. Calismada en yiiksek iireticinin L.
brevis oldugunu ve optimum iiretim kosullarinda 72 saat sonunda 45,3 g/l laktik asit
iirettigini gostermistir.

Oksidatif stres yiiksek seviyedeki reaktif oksijen tiirleri ve diisiik antioksidan
aktivitesi arasindaki dengesizlik olarak tanimlanmaktadir (Preiser, 2012). Bu reaktif
oksijen tiirlerinin seviyesi viicuttaki radikal yakalayicilarini astiginda hiicreler
oksidasyondan zarar gormektedir. Viicudun sinirlt antioksidan kapasitesinin arttirilmast
icin disardan desteklenmesi gerekmektedir. Bu sebeple oksidatif stresin kontrolii i¢in
diyetle birlikte antioksidan takviye alinmasi 6nemlidir (Tang vd., 2017). Calismamizda
izole edilen LAB’lerinin DPPH ve ABTS serbest radikallerini yakalama aktiviteleri
incelenmistir. DPPH serbest radikali yakalama aktivitesinin kiiltiir siipernatantinda (KS)
en yiiksek degerlerde oldugu goriilmiistiir. KS aktivitesi en diisiik olan (%60,09) izolat L.
rhamnosus LAB 1.5.1.A; en yliksek (%116,70) L. rhamnosus M17 6.1.2 olmustur. Hiicre
siispansiyonunda en diisiik aktivite (%1,81) LAB 1.4.B; en yiiksek aktivite (%92,14) L.
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rhamnosus MRS A2.2 izolatina aittir. Sonike edilmis hiicre silispansiyonunda (SHS)
aktivitesi en diisiik izolat (%8,60) L. rhamnosus LAB 1.4.B; en yiiksek aktivite (%68,65)
gosteren ise L. rhamnosus M17 6.1.2 olmustur.

Uugantsetseg ve Batjargal (2014) L. paracasei, L. plantarum izolatlariin hiicresiz
kiiltiir siipernatantlarinin DPPH yakalama aktivitesininin %30,5-38,4 arasinda oldugunu
bildirmistir. Ding vd., (2017) L. plantarum M111’in hiicre siispansiyonunun %17,79, L.
paracasei S50°nin ise %?20,09 aktivite gosterdigini bildirmistir. Ji vd., (2015) L.
paracasei ve L. casei izolatlarinin hiicresiz filtratlarinin aktivitesinin %50 ve iizerinde
oldugunu gostermistir. Chooruk vd., (2017) oral laktik asit bakterisi izolatlarinin hiicre
sispansiyonlarinin ve sonike edilmis siispansiyonlarinin DPPH yakalama aktivitesinden
daha yiiksek oldugunu gdstermistir. Izolatlarin ortalama degerleri: L. paracasei %34,65;
L. casei %29,40; L. rhamnosus %28,40, L. fermentum %27,2; L. salivarus %26,10’dur.
Tang vd., (2017) L. plantarum’un Kkiiltiir silipernatantinin (%85,57) ve hiicre
siispansiyonunun  (%83,93) yiiksek aktiviteye sahipken; sonike edilmis hiicre
ekstraktinda aktivitenin diistiiglinii (%40,42) gostermistir. Bu sonuglar ¢alismamizda elde
edilen bulgular ile uyumludur. Calismamizda en yiiksek aktivitenin kiiltiir
siipernatantindan elde edildigi bulgusu, Cao vd., (2018)’nin L. plantarum izolatlarinin
kiiltiir siipernatantinin en yiiksek aktiviteyi gosterdigini bildirmesi ile dogrulanmstir.

ABTS yakalama aktivitesi kiiltiir siipernatantinda en diisiik olan (%52,58) izolat L.
casei LAB 6.3.A; en yiiksek aktivite (%89,41) gosteren ise L. rhamnosus M17 6.1.2°dir.
Hiicre slipernatant1 aktivitesi en diisiik (%1,81) izolat L. rhamnous LAB 1.4.B; en yiiksek
(%91) L. rhamnosus MRS A2.2’dir. Sonike edilmis hiicre slispansiyonunda aktivitesi en
diisiik izolat (%8,60) L. rhamnosus LAB 1.4.B; en yiiksek aktivite (%90,93) gosteren
izolat ise L. rhamnosus MRS A2.2 olmustur. Ji vd., (2015) L. paracasei ve L. casei
izolatlarinin hiicresiz filtratlarinin aktivitesinin %60 ve iizerinde oldugunu gostermistir.
Cao vd., (2018) L. plantarum izolatlarinin en yiiksek (%50) ABTS yakalama aktivitesinin
kiiltiir siipernatantinda gdsterdigini bildirmistir. Son vd., (2018) L. paraplantarum SC61
ve L. rhamnosus GG’nin hiicre siispansiyonlarinin aktivitesinin sirasiyla %17,32 ve
%19,38 oldugunu gostermistir. Shi vd., (2018) peynirden izole edilen L. plantarum, L.
paracasei izolatlarinin kiiltlir slipernatantlarinin aktivitesinin %15,38-55,38 arasinda
degistigini bildirmistir. Bu sonuglar calismamizda elde edilen sonuglardan daha diistiktiir.

En yiiksek DPPH ve ABTS serbest radikali yakalama aktivitesi tiim izolatlarin

kiiltiir stipernatantinda goriilmiistiir. Bu durumun kiiltiirde biriken metabolitlerden
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ve/veya mikrobiyal olarak modifiye edilen besiyeri bilesenlerinin izolatlarin antioksidan
aktivitelerini arttirdif1 dugiiniilmiistiir. Ayrica bazi izolatlarda sonike edilmis hiicre
siispansiyonun aktivitesinin diismesi ise laktik asit bakterilerinin antioksidan
aktivitesinde hiicre yiizey proteinlerinin ve polisakkaritlerinin rol oynamasina
baglanmistir (Cao vd., 2018).

Probiyotik 06zellikteki LAB’lerinin kommensal mikrobiyota {izerinde etkili
olabilmesi i¢in antimikrobiyal madde iiretimi ya da rekabet yetenegi ile patojen
bakterilere antagonistik etki gdstermesi gerekmektedir (Saarela vd., 2000). Laktik asit
bakterilerinin iirettikleri bakteriyosinlerin yakin tiirlere ve baz1 Gram negatif tiirlere kars1
da etkili oldugu bildirilmistir (Naghmouchi vd., 2010; Todorov ve Dicks, 2005).
Calismamizda izole edilen LAB’lerinin siipernatantlarinin pH degerleri 5,6’ya
ayarlanarak asiditeye bagli olarak ortaya cikabilecek antimikrobiyal etki elimine
edilmistir. Antimikrobiyal aktivite yine ¢aligmamizda izole edilen bakteri ve mayalara
kars1 denenmistir. Bu amagla Staph. epidermidis BHIC1.2, S. salivarus M17A1.2, S.
parasanguinis LAB8.2.B, Staph. aureus KAS5.1, Rothia dentocariosa KAA7 .2, Neisseria
flavescens KAA1.1.2, Bacillus subtilis M176.2(2), Staph. warneri M1714.1, S. mutans
M173.1, N. perflava BHIA7.a, Enterococcus faecium M179.2.1, Corynebacterium
argentoratense KA4.1(2), Candida albicans MRSA4.1, Candida tropicalis BHIC8.2.1,
Cryptococcus laurentii MRSA4.2, Candida norvegensis MitA5.2 numarali izolatlar
secilmistir. Ancak LAB siipernatantlar1 se¢ilen mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal
etki gdstermemistir. Bu sonug izole edilen LAB’lerinin bakteriyosin {ireticisi olmadigini
gostermektedir. Literatlirde agiz sagligi icin kullanilacak probiyotiklerin arastirilmasi
caligmalarinda oral patojenler olarak bilinen Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium
nucleatum, Treponema denticola ve S. mutans kullanilmigtir (Bosch vd., 2011). S. mutans
disinda diger tiirler i¢in gereken anaerobik sartlar saglanamadigindan bu tiirler
calismamizda patojen olarak kullanilamamistir. Bosch vd., (2011) agiz boslugundan izole
edilen 46 adet L. reuteri izolatindan 34 tanesinin S. mutans’a antagonistik etki
gosterdigini bildirmistir. Baska bir calismada L. paracasei subp. paracasei ve L.
rhamnosus izolatlarinin filtratlarinin agizdan izole edilen S. mutans, S. salivarus, S.
sangunis, Staph. aureus, A. viscosus, P. gingivalis, C. albicans ve C. tropicalis’e karsi
antimikrobiyal etkisi incelenmistir. Filtratlarin pH degerleri 7’ye ¢ikarildiginda ve katalaz
uygulamasi yapildiginda etkinin %10-20 arasinda diistiigli gorilmistiir. Bu sekilde

etkinin sadece H2O: ve organik asit kaynakli olmadig1 sonucuna varilmistir. Ayrica L.
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paracasei subp. paracasei D14 izolatinin sadece mayalara, L. paracasei subp. paracasei
N14 ve L. rhamnosus L7 izolatlarinin ise sadece bakterilere karsi etkili oldugu
bildirilmistir (Sookhee vd., 2001). Calismamizda LAB’lerinin H,O iireticisi oldugu fakat
secilen mikroorganizmalarin inhibisyonuna yeterli olmadig1 goriilmiistiir.

Probiyotik bakterilerin sahip olmasi gereken en 6nemli glivenlik kriterlerinden biri
transfer edilebilir antibiyotik diren¢ genleri tagimamasidir (FAO/WHO, 2002). Bu
genlerin yatay gen transferi ile bakteriler arasinda yayilmasi kullanilan antibiyotiklere
kars1 bakterilerin direng gelistirmesine neden olabilmektedir (Saarela vd., 2000). Bu
nedenle potansiyel probiyotiklerin  antibiyotik  duyarhiliklarinin  incelenmesi
gerekmektedir. Bu amagla mikro dilisyon ve otomatize yontemler siklikla
kullanilmaktadir. Disk difiizyon ve gradient diflizyon yontemleri ise kolay uygulanabilir
ve ucuz olmasindan dolayi tercih edilmektedir (Jorgensen ve Ferraro, 2009).

Calismamizda bakterilerin kanamisin, linezoid, tetrasiklin, sefalotin, ampisilin,
eritromisin, klindamisin ve imipenem, metisilin, penisilin, netilmisin, kloramfenikol,
okzasilin, streptomisin, amikasin, vankomisin, metronidazol, gentamisin ve
stilfometoksazol+trimethoprim olmak iizere toplam 19 antibiyotige karst duyarliliklar
disk diflizyon yontemi ile belirlenmistir (Tablo 3.13). LAB’lerinin tamaminin protein
sentezi inhibitorleri kloramfenikol, linezoid, tetrasiklin, eritromisin, klindamisine; hiicre
duvari sentezi inhibitorleri olan sefalotin, ampisilin ve imipeneme kars1 yiiksek seviyede
duyarli oldugu goriilmiistiir. Koll vd., (2008) oral laktik asit bakterilerinde eritromisin,
tetrasiklin duyarliligini bildirmistir. Eritromisin ve tetrasiklin direnci plazmid ve
transpozonlarda tasindig i¢in bakteriler arasinda direncin yayilmasi olasiligi mevcuttur
(Axelsson vd., 1988; Gevers vd., 2003). Bu acidan ¢alismadaki LAB’lerinin giivenli
oldugu soylenebilir. Delgado vd., (2005) insan diskisindan izole ettikleri bes L.
rhamnosus izolatinin ikisinde klindamisin direnci tespit etmistir. Coppola vd., (2005)
peynirden izole edilen L. rhammnosus izolatlarinin imipeneme duyarli oldugunu
bildirmistir.

Metronidazol ve vankomisine karsi tiim LAB’leri direng gostermistir. Ayni
sonuclar Koll vd., (2008) tarafindan da gdsterilmistir. Metronidazol direnci Lactobacillus
cinsinde hidrogenaz aktivitesi olmadig i¢in cinse 6zgili dogal bir 6zelliktir (Church vd.,
1999). Vankomisin direncinin de ayni1 sekilde Lactobacillus igin dogal bir 6zellik oldugu
gosterilmistir. Direncin hiicre duvar1 peptidoglikan dnciilerinin sentezinin vankomisinin

baglanamadigi D-alanin ve D-laktat ile sonlanmasiyla iliskili oldugu bulunmustur

108



(Handwerger vd., 1994). Koll vd., (2008) oral laktik asit bakterilerinde vankomisin ve
metronidazol direnci goriildiiglinii bildirmistir.

Calismamizda siilfometoksazol+trimethoprim, amikasin, penisilin, metisilin,
kanamisin, netilmisin, streptomisin, okzasilin ve gentamisin antibiyotiklerine
duyarliliklarin izolatlar arasinda degiskenlik gosterdigi goriilmektedir. Izolatlarin biiyiik
cogunlugunun siilfometoksazol+trimethoprime direngli oldugu 7 izolatin ise (L.
plantarum MRSC6.2, MRS Cé6.1; L. fermentum MRSC7.2, MRSC7.1, BHIC7.4; L.
rhamnosus CA1.4.b; L. salivarus MitC8.1.a) diisiik oranda (13-18 mm zon ¢ap1) duyarh
oldugu goriilmiistiir. Rojo-Bezares vd., (2006) saraptan izole edilen L. paracasei
izolatlarinin siilfometoksazol+trimethoprime direngli oldugunu gostermistir.

LAB’lerinin yliksek oranda penisiline duyarli oldugu, izolatlardan 8 tanesinin (L.
rhamnous LAB1.4.B, MRSA3.2; L. casei LAB1.3.A; L. plantarum MRSC6.2, L.
fermentum MRSC7.2, MRS C7.3, MRSC7.1; L. paracasei LAB6.2.B direngli oldugu
belirlenmistir. LAB1.3.A, MRSC7.2, MRS A3.1 izolatlarinin diisiik seviyede (10-16 mm
zon ¢ap1) kanamisine duyarli oldugu; diger tiim izolatlarin ise direngli oldugu
goriilmistiir. Benzer sekilde kanamisin direnci D’ Aimmo (2007) tarafindan bildirilmistir.
Temmerman vd., (2002) probiyotik iiriinlerdeki bakterilerin antibiyotik duyarliliklarini
disk difiizyon yontemi ile inceledikleri ¢alismada izolatlarin %23’{inlin penisiline,
%79’unun kanamisine, %8,5’inin kloramfenikole diren¢li oldugunu bildirmistir.

Amikasin (34 izolat, %77,27) netilmisin (27 izolat, %54,54), okzasilin (23 izolat,
%52,27) ve gentamisin (27 izolat, %54,54) direncinin izolatlar arasinda yaygin oldugu,
metisilin (20 izolat, %45,45) ve streptomisin (20 izolat, %45,45) direncinin ise daha
diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglardan farkli olarak Gad vd., (2014) probiyotik
iiriinlerdeki laktik asit bakterilerinin %17,4’linde streptomisin direnci, %20,3’{inde
penisilin direnci oldugunu bildirmistir. Bizim sonug¢larimiza benzer olarak Ertekin ve Con
vd., (2014) gidalardan izole edilen L. plantarum ve L. paracasei izolatlarinin tamaminin
gentamisin, kanamisin streptomisine direncgli oldugunu gostermistir. Charteris vd., (1998)
46 laktik asit bakterisi izolatinin tamaminin amikasin, gentamisin, kanamisin,
streptomisin, siilfometoksazol, trimethoprim, metronidazol ve vankomisine direngli
oldugunu, bir L. casei izolatinda eritromisin ve klindamisin direnci tespit edildigini
bildirmistir. Ayni ¢alismada netilmisin direncinin izolatlar arasinda degiskenlik

gosterdigi bulunmustur. Baska bir ¢alismada 19 Lactobacillus sp. izolatlarinin ampisilin,
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penisilin, sephalotine duyarli olduklar fakat okzasiline direng gosterdikleri bildirilmistir
(Rodrigez-Alonso, 2009).

Elde edilen sonuglar antibiyotiklerin  etki mekanizmalarina  gore
degerlendirildiginde hiicre duvari sentezi inhibitorleri olan penisilin, metisilin, okzasilin,
ampisilin, vankomisin, sephalotin ve imipenem arasinda izolatlarin en fazla direng
gosterdikleri vankomisin (izolatlarin tamami), en duyarli olduklari ise imipenem ve
ampisilin (izolatlarin tamami) olmustur. Protein sentezini ribozomun 30S alt {initesine
baglanarak inhibe eden tetrasiklin, gentamisin, kanamisin, streptomisin, netilmisin,
amikasin arasinda izolatlarin en fazla direng gosterdigi kanamisin (40 izolat, %90,9),
tamaminin duyarli oldugu tetrasiklin en duyarli olduklar1 antibiyotik olmustur. Protein
sentezini ribozomun 508 alt {initesine baglanarak inhibe eden kloramfenikol, klindamisin
ve eritromisine ve protein sentezinin baglagicini inhibe eden linezoide tamami duyarlidir.
DNA sentezini inhibe eden metronidazole karsi biitiin izolatlar direng gosterirken folik
asit sentezini inhibe eden siilfometoksazol+trimethoprime kars1 36 izolatin (%81,81)
direngli oldugu goriilmistiir. Bu bilgiler 1518inda laktik asit bakterileri arasinda ortaya
cikan antibiyotik duyarliliginin tiirler ve suglar arasinda degiskenlik gosterdigi
gorilmiistiir.

LAB’lerinin antibakteriyal etkilerinin incelenmesi secilen Staphylococcus
epidermidis BHIC1.2, Staphylococcus aureus KAS5.1 ve Staphylococcus warneri
M1714.1’de metronidazole direncinin ortak oldugu goriilmiistiir. Ancak S. warneri
M1714.1 amikasin, metisilin, streptomisin, okzasilin, gentamisine de direng gostermistir.
Streptococcus parasanguinis LAB8.2.B ve S. mutans M173.1 amikasin, metisilin,
kanamisin, netilmisin, streptomisin, okzasilin, gentamisin, metronidazole karsi
direnglidir. S. salivarus M17A1.2 ise metronidazole direncliyken diger antibiyotiklere
diisik duyarlilik (8-16 mm) gostermistir. Saglikli ¢ocuklardan izole edilen oral
streptokoklarin antibiyotik direncinin incelendigi bir ¢alismada izolatlarin %16’sinda
penisilin, %23,2’linde eritromisin, %25,9’unda gentamisin, %52’sinde ise tetrasiklin
direnci saptanmistir (Rozkiewicz vd., 2006). Bacillus subtilis M176.2(2) tim
antibiyotiklere duyarlhidir fakat metronidazole ve klindamisine diisiik duyarlilik (8-10
mm) gostermistir. Enterococcus faecium M179.2.1 ise amikasin ve metronidazole
direnclidir. Gentamisin, okzasilin, netilmisin, kanamisin, metisiline ise diisiik duyarlilik
gostermistir. Rothia dentocariosa KAA7.2 ve Corynebacterium argentoratense

KA4.1(2) amikasin, metisilin, kanamisin, netilmisin, streptomisin, okzasilin, gentamisin,
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ve metronidazole karsit direng goOstermistir. Literatiirde R. dentocariosa’nin nadiren
endokardite neden oldugu bilgisi mevcuttur. Bir vaka raporunda penisiline duyarli oldugu
bildirilmigstir (Boudewijns vd., 2002). Neisseria flavescens KAA1.1.2 ve N. perflava tim
antibiyotiklere duyarlidir. Ancak her iki bakteride de penisiline, kanamisine,
streptomisine, klindamisine ve vankomisine diigiikk duyarlilik gézlenmistir. Daha 6nce
yapilan bir caligmada oral Neisseria subflava izolatlarinin penisiline direng¢li oldugu
gosterilmistir (Furuya vd., 2007).

Hemolitik aktivite patojen mikroorganizmalar arasinda virulans faktoriidiir. Laktik
asit bakterilerinin insanlarda probiyotik amacgh kullanilabilmesi i¢in gereken 6n
kosullardan biri hemolitik aktiviteye sahip olmamalaridir (FAO/WHO, 2002). izolatlarin
hi¢biri hemoliz yapma 0zelligine sahip degildir. Benzer sonug¢ Taheur vd., (2016)
tarafindan bildirilmistir.

Mayalar dis ¢iiriiklerinin olusmasinda rol oynadiklar1 ve konagin bagisikliginin
baskilandigi durumlarda sistemik hastaliklara da neden olduklar1 i¢in antifungal
duyarliliklarinin ~ arastirilmasi1  6nem tasimaktadir  (Jewtuchowicz vd., 2007).
Calismamizda izole edilen mayalarin ketokanozol, pozakonazol, itrakonazol, flukonazol,
nistatin, amphoterisin, kaspofungin ve vorikonazol antifungallerine duyarliliklar1 disk
diflizyon yontemi ile belirlenmistir. Tiim izolatlarin farkli seviyelerde tiim antifungallere
kars1 duyarli olduklar1 goriilmiistiir. Maya izolatlarinin en duyarli oldugu antifungal
ketokanozol, en az duyarl olduklar: ise itrakonazol olmustur (Tablo 3.15). Daha 6nce
yapilan bir ¢alismada oral biyofilmden izole Candida sp.’nin en az duyarli olduklari
antifungalin itrakonazol ve flukonazol oldugu bildirilmistir (Aslani vd., 2018). Bu veri

bizim sonuglarimizla drtiismektedir.

4.3. Mikroorganizmalarin Biyofilm Olusturma Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Laktik asit bakterileri digindaki tiim bakteri izolatlarinin biyofilm olusturma
kapasiteleri CRA ve mikrotitrasyon plagi yontemleri ile belirlenmistir. Ayrica
mikrotitrasyon plagi yonteminde farkli karbonhidratlarin biyofilm olugumu {izerine etkisi
incelenmistir. CRA yontemi ilk olarak Freeman vd., (1989) tarafindan koagiilaz negatif
Staphylococcus biyofilm tretimini kalitatif olarak belirlenmesini saglayan bir yontem
olarak tanimlanmistir. Bu yonteme gore 35 izolat biyofilm iiretmezken(-), 28 izolat diisiik
(+), 34 izolat orta (++) ve 26 izolat yiikksek (+++) biyofilm iireticisi olarak
degerlendirilmistir (Tablo 3.16).
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Mikrotitrasyon plagi yonteminde ise laktik asit bakterilerinden 12 tanesi laktoz, 9
tanesi siikroz, 8 tanesi fruktoz, 7 tanesi glikoz, 5 tanesi maltoz ve 3 tanesi rafinoz igeren
besiyerinde en yliksek biyofilmi olusturmustur. Stepanovic vd., (2000) negatif kontroliin
optik yogunlugu baz alarak biyofilm iiretim kapasitelerini siniflandirmistir. Buna gore L.
paracasei LAB 7.7 izolatinin glikoz disinda tiim sekerlerde diisiik aktivite gosterdigi
goriilmektedir. L. rhamnosus 4.1.Y izolatinin ise laktozda biyofilm iireticisi olmadigi,
maltoz ve rafinoz iceren besiyerinde orta derecede biyofilm iirettigi goriilmektedir. L.
plantarum MRC6.2, L. fermentum MRSCS.3, MRSC7.1, MRSC7.2, MRSC8.1 izolatlar1
diger laktik asit bakterilerinden farkli olarak galaktoz ve glikozda biyofilm tiretmemistir.
L. rhamnosus LAB1.2.B, LAB1.1.B izolatlarinin ise fruktozda biyofilm iireticisi
olmadig1 belirlenmistir. Laktik asit bakterilerinin otoagregasyon seviyelerinin yiiksek
olmas1 biyofilm olusumundaki ilk basamak olan yiizeye baglanip agregat olusturma
ozelliklerinin de yiiksek olmasi ile uyumlu bir sonug olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Patojen bakterilerden 22 tanesi maltoz, 20 tanesi laktoz, 19 tanesi glikoz, 18 tanesi
fruktoz, 17 tanesi siikroz, 16 tanesi rafinoz ve 9 tanesi ise galaktoz iceren besiyerinde en
yikksek biyofilmi olusturmustur. Bakterilerin siikrozlu besiyerinde biyofilm
aktiviteleriyle, CRA besiyerindeki biyofilm olusturma o6zellikleri karsilagtirildiginda
sonuclarin Ortlistiigli goriilmistiir. Torlak vd., (2017) ise S. aureus izolatlarmin %2
glukoz igeren besiyerinde olusturduklar1 biyofilm ile CRA besiyerindeki aktivitelerinin
diisiik oranda uyumlu oldugunu bildirmistir.

Maya izolatlarindan 10 tanesi rafinoz, 8 tanesi maltoz, 3 tanesi galaktoz, 2 tanesi
glikoz ve 2 tanesi fruktoz iceren besiyerinde en yliksek biyofilmi olusturmustur (Tablo
3.19). Maya izolatlarinin ortalama biyofilm degerleri tiim sekerlerde bakterilerden daha
azdir. Mayalarin %32’si maltoz, galaktoz, rafinoz, %24’ glikoz, %41 siikroz, fruktoz
ve laktoz igeren besiyerinde yiiksek derecede biyofilm olusturmustur. Bu veriler
dogrultusunda oral maya izolatlarinin biyofilm iiretme kapasitelerinin karbonhidrat
kaynagina bagl olarak degistigi goriilmiistiir. Daha 6nce yapilan bir calismada glikoz,
siikroz, galaktoz, ksilitol ve maltozun Candida albicans MRL3153 izolatinin epitel
hiicrelere adezyonunu etkiledigi gosterilmistir (Samaranayake ve Macfarlane, 1982). Bu
calismada maltozun diger sekerlere gore adezyonu daha fazla arttirdigi goriilmistiir. Jin
vd., (2004) ise C. albicans’mm biyofilm {iretimine galaktoz ve glikozun etkisini

inceledikleri ¢calismada glikozun biyofilmin iiretimini daha fazla arttirdigini gostermistir.
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Ayni caligmada tiikiiriigiin ise biyofilm iiretimini Onemli derecede etkilemedigi

bildirilmigtir.

44. LAB Siipernatantlarimin Antiadezyon ve Antibiyofilm Ozelliklerinin
Degerlendirilmesi

Laktik asit bakterilerinin siipernatantlarinin antiadezyon ve antibiyofilm 6zellikleri
oncelikle mikrotitrasyon plakta incelenmistir. Bu deneyde yiiksek inhibisyon aktivitesi
gosteren izolatlarin aktiviteleri HA diski deneyinde kullanilmistir. S. aureus BHIC1.2 nin
adezyonu L. fermentum MRSCS8.3 haricinde kullanilan tiim siipernatantlar tarafindan
%25,32-50,26 arasinda inhibe edilmistir. Bu deneyde en fazla antiadezyon aktivitesi
gosteren LAB HA diski deneyinde kullanilmistir. Mikrotitrasyon plaginda %50,26 olan
aktivite HA diskinde %32,27’ye diismiistiir. HA diskinde canli bakteri sayisinda ise
%S5,25 oraninda diislis oldugu goriilmiistiir. Mikrotitrasyon plaginda yapilan bir
calismada L. plantarum siipernatantinin S. aureus’un adezyonunu %40 oraninda azalttig1
bildirilmistir (Zamani vd., 2017).

S. mutans M173.1’in adezyonu tiim silipernatantlar tarafindan yiiksek oranda
(%62,79-73,42) inhibe edilmistir. Ancak HA diskinde bu oran %20,98’¢ diismiistiir.
Canl1 bakteri sayisi ise %12,02 oraninda diismiistiir. Wasfi vd., (2018) L. casei, L. reuteri,
L. plantarum, L. salivarus izolatlarinin S. mutans’in adezyonunu biiyiik oranda inhibe
ettigini gostermistir.

N. perflava BHI A7.a’nin biyofilm ise %23,94-58,76 oraninda inhibe edilmistir. Bu
oran HA diskinde %23,3’e diismiistiir. Canli hiicre sayisinda ise %12,43 oraninda diisiis
goriilmistlir. Neisseria oral biyofilmde ilk kolonize olan bakterilerden oldugu icin
adezyonunun engellenmesi Onemlidir (Jenkinson ve Lamont, 2005). S. salivarus
M17A1.2°nin adezyonu %9,91-44,82 oraninda inhibe edilmistir. Ancak HA diskinde bu
oran %06,6 oranina diismiistiir. Canli bakteri sayis1 ise %7,74 oraninda azalmistir.

Bu sonuglara gore test edilen tiim bakterilerin tiikiiriik ile kapli HA diskinde
adezyon aktivitelerinin daha gii¢lii oldugu goriilmektedir. Tikiiriik glikoproteinleri
bakterilerin adezyonunda bir reseptdr gorevi géormektedir (Huang vd., 2011).

S. aureus BHIC1.2’nin mikrotitrasyon plaginda olusturdugu biyofilmin
LAB’lerinin siipernatantlar1 tarafindan inhibe edilme oranlart %45,56-64,21°dir. HA
diskinde ise bu oran %44,89 olmustur. Canli hiicre sayisi ise %24,95 oraninda azalmigstir.

Daha once yapilan bir ¢aligmada L. fermentum’un S. aureus’un mikrotitrasyon plakta
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olusturdugu biyofilmi inhibe ettigi gosterilmistir (Melo vd., 2016). Zamani vd., (2017)
ise L. plantarum siipernatantinin %40 oraninda antibiyofilm o6zellik gdsterdigini
bildirmistir.

Calismamizdaki LAB’lerinin siipernatantlarinin higbiri S. mutans’a karst
antibiyofilm 6zelligi géstermemistir. Calismamizin aksine Rossoni vd., L. fermentum ve
L. paracasei suslarinin S. mutans’in HA disklerinde olusturdugu biyofilm iizerinde
inhibisyon etkisi oldugunu, ayrica canli hiicre sayisinda da diisiise neden olduklarini
bildirmistir (Rossoni vd., 2018).

LAB’lerinin siipernatantlar1 N. perflava’nin mikrotitrasyon plaginda olusturdugu
biyofilm tizerinde yiiksek oranda antibiyofilm aktivitesi gostermistir. Ancak HA disk
tizerinde bu etki goriilmemistir. S. mutans gibi ilk kolonizerlerden olan N. perflava
tiikiiriik proteinlerine baglanarak biyofilm olusturmustur.

S. salivarus M17A1.2°nin mikrotitrasyon plaginda olusturdugu biyofilm L. casei
LABI1.3.1.A tarafindan %25 oraninda inhibe edilmistir. Ancak HA diskinde bu oran
%75,31°e ¢cikmigtir. Canli hiicre sayisinda ise %3 1,54 oraninda azalma goriilmiistiir. Bu
sonug diger bakteri sonuglariyla karsilastirildiginda farklilik gostermektedir.

LAB siipernatantlarinin antiadezyon etkisinin EPS nedeniyle hiicre yiizeylerinin
modifiye olmasi ve bu sekilde hiicrelerin ilk baglanmay1 ger¢eklestirememesine bagl
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ik baglanmada gorev alan genlerin ifadesinin inhibisyonu
ya da azalmasi da ilk baglanmayi engellemektedir. Wasfi, vd., (2018) laktik asit
stipernatantlarinin EPS {iretimi, asit toleranst ve ¢ogunluk algilamada rol alan genlerin

ifadelerini azalttigin1 géstermistir.

4.5. LAB’lerinin Halitosis Uzerine Etkisi

Halitosis c¢alismalarinda anaerobik Gram negatif bakterilerin ugucu kiikdirt
bilesikleri iireticisi oldugu gosterilmistir. Laktik asit bakterilerinin halitosisi inhibe edici
aktivitesinin incelendigi in vitro arastirmalarda da bu anaerobik Gram negatif bakteriler
kullanilmistir (Kang vd., 2006; Lee ve Baek, 2014). Ancak anaerobik bakterilerin
geligmesi i¢in uygun sartlar saglanamadigi i¢in ¢alismamizda E. faecalis NA 12.3.2 ve S.
anginosus NA 2.2.a izolatlar1 kullanilmistir. Daha 6nce yapilan bir calismada E. faecalis
ve S. anginosus bakterilerinin sistein ve methionin ile zenginlestirilmis kiiltiir ortaminda
ucucu kiikiirt bilesikleri tirettigi bildirildigi i¢in ¢alismamizda izole edilen bu tiirler

kullanilmistir (Yoshida vd., 2009).
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Halitosisin klinikte olgiilmesinde duyusal analiz standart prosediir olarak kabul
edilmektedir (Loesche ve Kazor, 2002). Calismamizda da koku analizi duyusal olarak
yapilmistir. 5 objektif kisinin degerlendirmelerinin ortalamalari bakterilerin koku
skorlarini olusturmustur. Buna gore; pozitif kontrolii olusturan E. faecalis NA 12.3.2 ve
S. anginosus NA 2.2.a izolatlarmin kiiltiiriiniin skoru 3,2 iken MRSC7.1 ve LAB1.4.A
laktik asit bakterileri pozitif kontrolden daha kétii koku olusturmugstur. Pozitif kontrolden
daha diisiik koku skoruna sahip olan bakteri LAB1.2.A (2,6) olmustur. Bu sonug E.
faecalis NA 12.3.2 ve S. anginosus NA 2.2.a izolatlarinin tirettigi kotii kokulu bilesiklerin
konsantrasyonunun bu laktik asit bakterileri tarafindan azaltildiginm1 ya da laktik asit
bakterilerinin kendi kiiltiir kokular1 tarafindan baskilandigini gostermektedir. Ancak
TR146 hiicre hattinin diisiik yogunlukta gelismesi bu deneyde etkili olmamasina neden
olmustur.

Yapilan bazi klinik ¢alismalarda laktik asit bakterilerinin kiikiirt bilesiklerinin
miktarin1 azalttig1 gosterilmistir. Probiyotik S. salivarus K12 susunu igeren pastillerin
kiikiirt bilesiklerini azalttig1 bildirilmistir (Masdea vd., 2012). L. salivarus WB21 ve
ksilitol iceren probiyotik tabletin 14 giin kullanimindan sonra halitosis dl¢iimiinde koku
skorlarinin diistiigii ancak stilfiir bilesiklerinde bir azalma olmadig1 goriilmiistiir (Suzuki
vd., 2014).

Sonug olarak; calismamizda izole edilen laktik asit bakterisi izolatlarinin insan
kullanimina yonelik probiyotik olabilmesi i¢in gereken hemolitik 6zellikte olmama ve
insan sagligina zararl etkileri oldugu bilinen bazi enzimler yoniinden de negatif olmalar1
giivenlik kosullarini sagladigini gostermistir. Ancak antibiyotik direnci konusunda laktik
asit bakterilerinin dogal olarak direngli olduklar1 bilinen metronidazol ve vankomisin gibi
antibiyotiklerin disinda izolatlarin direncgli olduklar1 ya da diisiik duyarhilik gosterdigi
antbiyotiklere kars1 direncin plazmid ya da transpozonlarla tagman genler tarafindan
saglanip saglanmadig1 incelenmelidir.

Izolatlarn gastrointestinal sartlara karsi direng gdstermesi probiyotik olarak
kullanilma potansiyelini arttirmaktadir. Bu potansiyeli arttirmak icin izolatlarin sindirim
stirecinde ortaya ¢ikan fenole kars1 duyarliliklarinin da ortaya ¢ikarilmasi gerekmektedir.

Izolatlar probiyotiklerden beklenen &nemli bir 6zellik olan antibakteriyal dzellik
gostermemisglerdir. Bu noktada izolatlarin siipernatanlarinin pH’larmin degistirilmeden

aktivitelerini degerlendirme gereksinimi ortaya ¢ikmustir.
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Laktik asit bakterilerinin otoagregasyon ve hidrofobisite o6zelliklerinin yiiksek
olmasi insan viicudunda mukozal hiicrelere baglanma potansiyelini gostermektedir.
Ancak bu potansiyel hiicre kiiltiiriinde yapilacak deneylerle dogrulanmalidir.

[zolatlarm tamaminin antioksidan aktivite gdstermesi ve -galaktosidaz enzimine
sahip olmalar1 probiyotik olarak kullanilmalari durumunda insan sagligina katki
saglayabilecegini gostermistir. Son yillarda laktik asit bakterilerinin kolesterol
indirgeyici ozellikleri ortaya cikarilmistir (Guan vd., 2017). izolatlarin probiyotik
ozelliklerine katki saglayacak kolesterol indirgeyici oOzelliklerinin arastirilmasi
planlanmaktadir.

Laktik asit bakterilerinin genel probiyotik 6zelliklerinin yan1 sira oral probiyotik
ozellikleri de arastirilmistir. Diger probiyotik 6zellikleri yiiksek olan ancak diisiik laktik
asit Uretimine sahip olan bazi izolatlarin antiadezyon, antibiyofilm ve halitosis {izerine
etkileri oldugu goriilmiistiir. Baslica ¢iiriik etmeni olarak bilinen S. mutans’a karst
antiadezyon aktivitesi gosteren izolatlarin varligi oral probiyotik potansiyellerini
arttirmigtir. Laktik asit bakterileri siispansiyonlarinin da HA disklerinde antibiyofilm ve
antiadezyon aktivitesi gosterecegi diislinlilmektedir. Laktik asit bakterilerinin
calismamizda gosterilen yiiksek otoagregasyon ve biyofilm olusturma kapasitelerinin HA
disklerine adezyon rekabetinde avantaj saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle bu
deneyin ileride yapilmasi planlanmaktadir.

Halitosis lizerine etkili oldugu goriilen izolatin aktivitesinin daha iyi anlagilabilmesi
icin ucucu stilfiir bilesiklerinin gaz kromotografisi ile dl¢iilmesi planlanmaktadir.

Elde edilen tiim sonuglar degerlendirildiginde izolatlarin probiyotik aktivitelerinin
yiiksek oldugu goriilmektedir. Oral probiyotik olarak kullanimi i¢in klinik
aragtirmalardan elde edilen verilere ve yukarida bahsedilen ek deneylere ihtiyag
duyulmaktadir. Ilerde yapilmasi planlanan galismalar arasinda izolatlarin pastil, sakiz ve
gargara gibi Urilinlerle formiilize edilerek agi1z sagligina fayda saglayacak oral probiyotik

iiriinler gelistirmek yer almaktadir.
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