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Insan mikrobiyomu, insan viicudunda kolonize olan trilyonlarca
mikroorganizmadan olugmustur. Farkli mikrobiyal topluluklar vajina, agiz, deri,
gastrointestinal bolge, burun, iiretra ve viicudun diger bolgelerinde yerlesim
gostermektedir. Saglikli kadinlarda vajinal mikrobiyotanin biiyiik bir kismi laktik
asit bakterileri tarafindan olusturulmakta olup, bu bakteriler vajinal
mikrobiyotanin dengesini saglamaktadir. Son zamanlarda dikkat, laktik asit
bakterilerinin, kanser riskini azaltmasi tizerine ¢ekilmektedir. Laktik asit
bakterilerinin antikanser aktiviteleriyle ilgili literatiirde ¢aligmalar yer almaktadir.

Calismamizda, saglikli kadinlarin vajinasindan izole edilen laktik asit
bakterileri, diger bakteriler ve mayalar, API CHL-50, VITEK II, 16s rRNA dizi
analizi ve MALDI-TOF Kitle Spektrometre Teknigi’yle tanimlanmustir.
Tanimlanan laktik asit bakterilerinden yiiksek hidrojen peroksit ve laktik asit
iiretim miktarina sahip 2 izolat secilmis; bu izolatlardan ekzopolisakkarit elde
edilmistir. Sonrasinda, 2 izolatin (Enterococcus faecalis 3M2 ve Enterococcus
faecalis 8M10) ekzopolisakkaritlerinin, HelLa hiicreleri (serviks karsinoma
hicreleri) ve HUVEC hucreleri (insan gobek kordon ven hucreleri) tzerindeki
sitotoksik etkileri MTT testi (tetrazolyum tesi) uygulanarak arastirilmistir. Bu
sitotoksik aktiviteyi belirlerken HeLa ve HUVEC hiicreleri lizerine, farkli
konsantrasyonlarda (20mg/mL, 15mg/mL, 10mg/mL, 7.5mg/mL, 5mg/mL ve
2.5mg/mL) laktik asit bakteri ekzopolisakkaritleri uygulanmistir. Yapilan
caligmada uygulanan 2 bakterinin ekzopolisakkaritlerinin doza bagl olarak, hiicre
sayisinda farkli etki gosterdigi saptanmustir. Istatistiksel sonuglardan elde edilen
veriler, Enterococcus faecalis 3M2 ekzopolisakkaritinin en ylksek dozunun
(20mg/mL), 24 saatte hiicre sayisinin azaltilmasinda en etkili oldugu sonucunu
ortaya koymustur.

Anahtar kelimeler: Ekzopolisakkarit, HeLa hucreleri, laktik asit bakterileri,
MTT testi, vajina florasi.
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In healthy women, the vaginal microbiota is dominated by lactobacilli and
these bacteria provide balance of vaginal microbiota. Recently, studies on the
anticancer activity of lactic acid bacteria have been focused.

In this study, examining probiotic properties of lactic acid bacteria isolated
from vagina of healthy woman, aims to investigate the anticancer activity of
selected lactic acid bacteria. Microorganisms (326 bacteria and 18 yeast) were
isolated from vagina of healthy women (20-40 ages). Lactic acid bacteria, other
bacteria and yeast isolated from vagina were identified with API CHL-50, VITEK
II, 16s rRNA seguence analysis and MALDI-TOF Mass Spectrometry
Techniques. Performing antibiotic susceptibilities, antimicrobial activities,
autoaggregation, coaggregation, hydrofobicity assays, acid and bile salt resistivity,
hydrogen peroxide, lactic acid and proteolytic quantitations of identified lactic
acid bacteria have been determined probiotic properties of these bacteria. Two
isolates were choosen from identified bacteria that have high production rate of
hydrogen peroxide and lactic acid. Exopolysaccharides were obtained from these
bacteria. Afterwards, cytotoxic effects of exopolysaccharides of two lactic acid
bacteria (Enterococcus faecalis 3M2 and Enterococcus faecalis 8M10) were
studied on HelLa cells (servix carcinoma cells) and HUVEC cells (human
umbilical vein endothelial cells) by MTT Assay (tetrazolium assay). To determine
this cytotoxic effect, exopolysaccharides of these bacteria were applied on HelLa
cells and HUVEC cells at different concentrations (20mg/mL, 15mg/mL,
10mg/mL, 7,5mg/mL, 5mg/mL and 2,5mg/mL). In this study, we determined
these exopolysaccharides of two bacteria exerted different effects on cell viability
depending on dose. Data from obtained statistical results revealed that maximum
dose of exopolysaccharide of Enterococcus faecalis 3M2 (20mg/mL) were the
most efficient bacteria on HeLa cell viability at 24h incubation.

Keywords: Exopolysaccharide, HelLa cells, lactic acid bacteria, MTT assay,
vaginal flora.
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1. GIRIS

Insan viicudunda kolonize olan insan mikrobiyomu, trilyonlarca
mikroorganizmadan olugsmaktadir. Farkli mikrobiyal topluluklar, vajina, agiz, deri,
gastrointestinal bolge, burun, liretra ve viicudun diger bolgelerinde yer edinmistir.
Viicudun diger bolgeleriyle karsilastirildiginda, vajinada daha az bakteri tiirti
bulunmaktadir (Fettweis ve ark., 2012). Saglikli bir kadinin vajinal ekosisteminde
laktobasiller hakimdir (Mardh, 1991). Laktobasiller, patojen ve firsatci
organizmalarin  gelisimini  engelleyerek, normal vajinal mikrobiyotanin
korunmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Kaewsrichan ve ark., 2006; Ronnqvist
ve ark., 2006).

Laktik asit bakterilerileri (LAB) asit ve safra tuzuna tolerans gosterme, insan
bagirsak mukozasina yapigma, insan gastrointestinal bdlgesinin  gegici
kolonizasyonu, antimikrobiyal maddelerin {iretimi ve patojen mikroorganizma
gelisiminin inhibisyonunu gibi 6zelliklere sahiptir (Salminen ve ark., 1998). Ayrica,
bu bakterilerin immiin sistemin stimiilasyonu, serum kolesterol seviyesinin
diistiriilmesi, kanser riskinin azaltilmasi gibi yararlar1 da bulunmaktadir. Son
zamanlarda bazi LAB’lerinin anti-ageing ve anti-oksidan aktiviteleri gibi diger

onemli biyolojik fonksiyonlar1 da ortaya konmustur (Li ve ark., 2012).

Bazi LAB’leri, ya bakteriyi saran ya da hiicre disina salinan ekstraseliiler
polisakkaritleri (EPS) iiretme yetenegindedir (Boke ve ark., 2010). LAB’lerinden
elde edilen EPS’ler, gida katki maddeleri ya da fonksiyonel gida tamamlayicilar
olarak hem saglik alaninda hem de ekonomik anlamda 6nemli potansiyele sahiptir
(Zhang ve ark., 2013). LAB’leri farkli kimyasal kompozisyon ve yapiya sahip
EPS’ler iireterek gida sistemlerinde yararli fonksiyonel ozellikler sunmaktadir
(Bhaskaracharya ve Shah, 2000). Laktik asit bakterileri tarafindan {iretilen
EPS’lerin, gida endiistirisinde kivam arttirici, stabilize edici ya da emulsifiye edici
ajan olarak kullanildig1 ve bu yiizden essiz fiziksel ve reolojik Ozelliklere sahip

oldugu rapor edilmistir (Hassan, 2008).

Ayrica EPS’lerin, birtakim sagliga yararli etkilere de sahip oldugu da
gosterilmistir (Ruas-Madiedo ve ark., 2008). Fermente giinliik {iriinlerinden elde
edilen hem bakteri hiicresinin tamami, hiicre komponentleri ve EPS gibi

metabolitlerin probiyotik etkileri ortaya konmustur. LAB’leri tarafindan tretilen



EPS’ler, potansiyel yararli etkileri nedeniyle giderek artan ilgi kazanmistir (Wu ve
ark., 2010). Lactobacillus ve Bifidobacterium suslarindan izole edilen EPS’lerin
bakteriyal toksinlerin ve enteropatojenlerin toksik etkilerini etkisizlestirebildigi ve
boylece konak iizerine yararli etkilere sahip oldugu bildirilmistir (Lopez ve ark.,
2012).

Epidemiyolojik ve deneysel ¢alismalardan elde edilen verilerle, belli LAB
suslarinin, belli kanser tiplerinin riskini azaltabilecegi ve tlimoriin gelisimini inhibe
edebilecegi ortaya konmustur (Kato ve ark., 1994). LAB’lerinin antikanser
etkileriyle ilgili ¢alismalarin ¢ogunlugu, Kkolorektal kanser ile ilgilidir
(Thirabunyanon ve Hongwittayakorn, 2013; Nami ve ark., 2014). Ancak literatiirde
az da olsa rahim agz1 kanseriyle ilgili caligmalar da yer almaktadir. Lactobacillus,
Lactococcus, Streptococcus ve Bifidobacterium gibi ¢esitli LAB suslarinin hiicre
duvar peptidoglukaninin ya da membran komponentlerinin antikanser aktiviteleri
degerlendirilmistir (Fichera ve Giese, 1994; ve ark., 2004). Buna ek olarak,
vajinadaki Lactobacilli’nin rahim agzi kanserini Onlemeye yonelik antitimor
aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Motevaseli ve ark., 2013). Ancak, literatiirde
EPS ve kanser iizerine yapilmis ¢ok caligsma yer almamaktadir.

Arastirmada, saglikli kadilarin vajinasindan izole edilen LAB’leri 6ncelikle
tanimlanmis ve tanimlanan bakterilerden yliksek hidrojen peroksit ve laktik asit
tretim miktarina sahip 2 izolat se¢ilmis; bu izolatlardan ekzopolisakkarit
izolasyonu yapilmistir. Sonrasinda, bu 2 izolattan elde edilen ekzopolisakkaritlerin
serviks (rahim agz1) karsinoma hiicreleri olan HeLa hiicrelerine ve saglikli hiicre
olarak da HUVEC hiicrelerine karsi antikanser aktiviteleri MTT testi ile

arastirilmastir.
1.1. Vajinal Flora

Insan viicudunda kolonize olan mikrobiyota, trilyonlarca
mikroorganizmalardan olugmustur. Farkli mikrobiyal topluluklar, vajina, agiz, deri,
gastrointestinal bolge, burun, iiretra ve viicudun diger bolgelerinde yer edinmistir

(Fettweis ve ark., 2012).



1.1.1. Vajinal flora iiyeleri

Saglikli kadinlarin vajinal ekosisteminde Lactobacillus tiirleri baskin haldedir
(Antonio ve ark.,1999). Bunun disinda Staphylococcus spp., Ureaplasma spp.,
Corynebacterium spp., Streptococcus spp., Peptostreptococcus spp., Gardnerella
vaginalis, Bacteroides spp., Mycoplasma spp., Enterococcus spp., Escherichia coli,
Veillonella spp., Bifidobacterium spp. and Candida spp. gibi diger mikroorganizma
tiyeleri de yer almaktadir (Larsen ve Monif, 2001; Quayle, 2002). Vajinal sivinin
her mL ‘sinde 10'° kadar Lactobacillus spp.’nin bulundugu saptanmistir (Redondo-
Lopez ve ark., 1990). 1892 yilinda Alman doktor Albert S. Doderlein, hamile bir
kadinin vajinal orneginden izole ettigi bir bakteriyi Doderlein’in basili olarak
isimlendirmistir. Daha sonrasinda bu bakterinin ismi Lactobacillus olarak

degistirilmistir (Lepargneur ve Rousseau, 2002).

Vajina o6rneklerinden 20’nin {izerinde laktobasil tiirii izole edilmistir.
Vajinal florada en yaygin olarak Lactobacillus crispatus, L. iners, L jensenii, L.
gasseri, L. fermentum ve L. acidophilus tiirleri yer almaktadir (Giorgi ve ark., 1987;
Srinivasan ve Fredricks, 2008; Ravel ve ark., 2011). L. acidophilus, L. plantarum,
L. casei, L. cellobiotus, L. oris, L. reuteri, L. ruminis, L. salivarius, L. brevis, L.
delbrueckii ve L. vaginalis tiirlerinin de bulundugu ortaya konmustur (Giorgi ve
ark. 1987; Antonio ve ark., 1999; Martin ve ark., 2008).

1.1.2. Vajinadaki laktik asit bakterileri

Laktik asit bakterileri, Gram — pozitif, gubuk ya da yuvarlak seklinde, spor
olusturmayan, aside direngli, katalaz negatif, diisiik GC (guanin sitozin) oranina
sahip, anaerobik ya da mikroaerofil, sekeri laktik aside fermente edebilen
mikroorganizmalardir. LAB’leri yaygin bir sekilde Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus, Lactococcus ve Streptococcus tiirlerini igermektedir. Daha az oranda
da Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Oenococcus, Teragenococcus,

Vagococcus ve Weissella tiirlerini igermektedir (Patel ve ark., 2012).

Lactobacillus gibi LAB’leri saglikli insan mikroflorasinda bulunan énemli
mikroorganizmalardir (Macfarlane and Cummings 2002). Ayrica, LAB’leri ¢esitli

probiyotik 6zelliklerle iligkilendirilen yararli mikroorganizmalardir (Fuller 1989).



1.1.3. Vajinadaki LAB’lerinin 6nemi

Vajinal mikrobiyota, iirogenital sagligin korunmasinda Onemli bir role
sahiptir (Jespers ve ark., 2012). Lactobacilli, patojenik ve firsat¢1 organizmalarin
asir1 gelismesini onleyerek vajinal mikrobiyotanin korunmasinda rol oynamaktadir
(Kaewsrichan ve ark., 2006). Vajinadaki laktobasiller, patojenlerle yarisip onlarin
epitel hiicrelere adezyonunu engelleyerek, vajinada iyi bir koruma saglamaktadir
(Kaewnopparat ve ark., 2013). Dahasi, Lactobacillus rhamnosus GR-1,
tiropatojenik Escherichia coli biyofilminin olusumunu engellemistir (McMillan ve
ark., 2011).

LAB’leri immiin hiicrelerin etkilesimleri araciligiyla immdiin sistemi sitlimiile
etmektedir (Lebeer ve ark., 2008). Ayrica laktik asit bakterileri, H2O. tireterek
graniilosit koloni - stimiile edici faktorlerin, savunma hiicrelerinin ya da diger
mediyatorlerin indiiksiyonunu diizenleme potansiyeline sahiptir (Miller ve Reid,
2012).

Premenopozal donemdeki kadinlarda vajinadaki laktobasiller, vajinadaki
patojenlerin gelisimini inhibe etmektedir. Bunu, vajinal epitel hiicrelere adezyonda,
patojenlerle yarisarak ve bakteriyosin, hidrojen peroksit (H202) ve laktik asit gibi
antimikrobiyalleri lireterek gerceklestirdigi 6ne stirilmiistiir. Vajinadaki laktik asit
bakterileri kisa zincirli yag asitleri ve biyosiirfektan iireterek patojenleri inhibe
etmektedirler (Boris ve Barbes, 2000). Bir¢ok ¢alismada, Lactobacillus tiirlerinin
konak epitel hiicre reseptorlerine baglanmasiyla, B Streptococcus tiirleri,
Staphylococcus aureus (Za'rate ve Nader-Macias, 2006), Gardnerella vaginalis
(Boris ve Barbes, 1998), Neisseria gonorrhoeae (Vielfort ve ark.,, 2008),
Pseudomonas aeruginosa, ve Klebsiella pneumoniae gibi g¢esitli tirogenital
patojenlerin, epitel hiicrelere baglanmasini engelledigi bildirilmistir (Osset ve ark.,
2001a).

1.2. Probiyotikler

1.2.1. Probiyotik mikroorganizmalarin 6zellikleri

Probiyotikler 2001°de FAO/WHO tarafindan “yeterli miktarlarda alindiginda
konak sagligina bir yarar sunan canli mikroorganizmalar” olarak tanimlanmistir

(Anonim, 2001). Pekgok probiyotik mikroorganizma, Lactobacillus sp.,



Bifidobacterium sp. ve Enterococcus sp. gibi Laktik Asit Bakterileri’ne aittir
(Bergonzelli ve ark., 2005). LAB’leri yararli bir etki sergilemesi igin, insan
gastrointestinal sisteminde varligini siirdiirebilmesi gereklidir. Bunun i¢in de diisiik
pH’ya ve safra asidine diren¢li olmali, mukus ya da epitel hiicrelere adezyon
yetenegine sahip olmalidir (Boke ve ark., 2010; Pelinescu ve ark., 2011; Nikolic
ve ark., 2012).

1.2.1. Probiyotiklerin etkileri

Yapilan ¢aligmalarla probiyotiklerin, diyarenin Onlenmesi ve tedavisi,
sistemik enfeksiyonlarin dnlenmesi, inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin kontrol
edilmesi, immiin sistemin diizenlenmesi, alerjinin tedavi edilmesi ve dnlenmesi,
kolesteroleminin tedavi edilmesi, laktoz intoleransinin azaltilmasi ve antikanser
etkileri gibi yararl etkileri ortaya konmustur (Gill ve Guarner, 2004). Son
zamanlarda anti — ageing ve antioksidan aktiviteleri de ortaya konmustur (Li ve
ark., 2012). Ancak, probiyotik etki susa 6zgidiir (Paolillo ve ark., 2009). Bir
probiyotik sus, sunulan tiim yararl etkilere sahip olmayabilmektedir. (Shah, 2007).
Farkl: suslar, farkli mekanizmalar1 hedeflemektedir. Bu amagla, probiyotik amagla
kullanilacak susun, tiim karakterizasyonun yapilmasi gerekmektedir (Rafter, 2003).

Probiyotikler, son zamanlarda terapotik preparasyonlarda kullanilmaktadir.
Ayrica, yogurt ve diger fermente edilmis giinliik iirlinlere eklenerek, gida
tamamlayicisi olarak da kullanilmaktadir (Pereira ve Gibson, 2002a; Penna ve ark.,
2007; Shah, 2007).

1.3. Vajinal Floray1 Etkileyen Faktorler

Vajinada yer alan farkli mikroorganizmalar arasindaki denge, homeostazisin
korunmasi i¢in onemlidir (Boskey ve ark., 2001). Diyet, stres, sigara, vajinal dus,
dogum kontrol haplari, jinekolojik cerrahi, rahim i¢i araglar, cinsel iligki, kisisel
hijyen, rahim agzi kanseri, antibiyotikler, mikrobiyal enfeksiyonlar, hormon
seviyelerinin degisimi, menstruasyon, immiinsupresyon, vajinadaki mikrobiyal
dengeyi bozmaktadir; Ozellikle laktobasil, bifidobakteri ve streptokok
populasyonunun azalmasina neden olmaktadir (Silvester ve Dicks, 2003; Todorov

ve ark., 2007).



1.3.1. Adezyon

Saglikli kadinlarda serviks, uterus ve vajina i¢in koruyucu bir bariyer gorevi
goren yogun olarak musinden olusan mukus iiretmektedirler. Boylece musine iyi
bir adezyon, probiyotik laktobasillerin vajinada kalma siiresini arttirdigindan bu

bakterilerde istenen bir dzelliktir (Mart1'n ve ark., 2012).
1.3.2. Ostrojen miktar1

Ostrojen, vajinal florayi etkileyen en dnemli faktorlerden biridir (Fettweis ve
ark., 2012). Lactobacilli, saglikli kadin vajinasinda baskin halde olmasina ragmen,
bu bakterilerin varlig1 ve sayilar1 yasa ve regli, hamilelik ve menopoza bagh
menstrual dongldeki degisimlere baghi bir sekilde Ostrojen miktariyla

etkilenmektedir (Mastromarino ve ark., 2002; Fettweis ve ark., 2012).

Kadinlarin yasam dongiilerine bagli olarak, hormon seviyelerinde 6zellikle
de Ostrojen seviyelerindeki degisikliklerle vajinal mikrobiyatada degisiklikler
meydana gelmektedir. Ostrojen, lactobacilli tarafindan kullanilabilen, glukoza
metabolize edilerek kullanilabilen glikojeni iiretmek icin, epitel hiicreleri stimiile
etmektedir. Ergenlikten 6nce Ostrojen seviyeleri diisiik ve vajinal epitelyum kalin
ve glikojence eksiktir. Bu donemde lactobacilli yogunlugu azdir ve 6zellikle Gram
— negatif ¢ubuk ve Gram — pozitif kok bakteriler baskin haldedir. ilk regli
doneminden sonra Ostrojen seviyesindeki artis, mikrobiyotada degisiklige yol
acmaktadir. Boylelikle lactobacilli baskin hale gelmeye baslamaktadir (Miller ve
Reid, 2012). Vajinal florada en ¢ok ergenlik déneminde degisim olmaktadir. Bu
doénemde Ostrojen seviyeleri yiikselir, vajinal epitel kalinlagir ve glikojen miktar1 da

artmaktadir (Silvester ve Dicks, 2003).

Menopoz oncesi saglikli bir kadmin vajinal sivisinda 107 — 108 kob/g
laktobasil bulunmaktadir (Sobel ve Chaim, 1996). Menopoz doneminde Ostrojen
seviyeleri giderek diistiigii i¢in, vajinal epitelyal hiicrelerindeki glikojen miktari da
azalir ve bu durum Lactobacilli ‘nin azalmasina yol agmaktadir. Ayrica bu donemde
vajinal epitelyum kalinlagir ve elastikiyetini kaybeder, vajinal kan akis1 azalir ve
vajinal sekresyonlarda da belirgin bir diisiis gézlenmektedir. Bu yiizden vajinadaki
laktobasil sayis1 azalmaktadir (Fettweis ve ark., 2012). Bunun sonucunda da

bakteriyal vajinozis riski artmaktadir (Heinamann ve Reid, 2005).



1.3.3. Antimikrobiyal madde iiretimi

Vajinal Lactobacillus suslari, vajinal pH’y1 diisiirerek ve hidrojen peroksit,
laktik asit ve bakteriyosin gibi antibakteriyal molekiiller iireterek, vajinada patojen
bakterilerin gelisimini inhibe etmektedirler (Reid ve Burton, 2002; Servin, 2004).

Laktik asit bakterileri, laktik asit fermantasyonu sirasinda laktik asit gibi bazi
organik asitler, diasetil, hidrojen peroksit, bakteriyosin ya da bakterisidal bilesikler
tiretmektedir (Zhennai, 2000). Organik asitler, vajinal pH’nin 4.5’in altinda
tutulmasini saglayarak, patojenlerin bu ortamda gelismesini engeller (Choe ve ark.,
2004). Fermantasyon sonrasinda iiretilen antimikrobiyal maddeler, vajinal floranin

korunmasinda 6énemlidir (Fettweis ve ark., 2012).

Bakteriyosin iiretimi

Bakteriyosinler, Gram — pozitif ve gram — negatif bakteriler tarafindan
tiretilen, hassas suslar iizerine inhibitor etkisi olan antimikrobiyal protein yapili
bilesiklerdir (Tagg ve ark., 1976). Bakteriyosinler antimikrobiyal ajan olup, etkileri
sadece in vitro olarak ortaya ¢ikarilmistir (Ocana ve ark., 1999). Bakteriyosinlerin
tirogenital sagligin korunmasinda éneme sahip oldugu bildirilmistir (Wescombe ve
ark., 2009). Ancak, birkag¢ iirogenital bakteriyosin tanimlanmis ve g¢alisilmistir
(Miller ve Reid, 2012).

Bir bakteriyel iirliniin bakteriyosin olarak tanimlanabilmesi i¢in biyolojik
yonden aktif bir proteine sahip olmasi, bakterisit etki gostermesi, dar bir inhibisyon
spektrumuna sahip olmasi, spesifik hiicre reseptorlerine tutunmasi, liretimin ve
konak¢1 hiicre bagisikliliginin plazmid kokenli genetik determinantlara bagl
olmasi, liretimin lethal biyosentez yoluyla ger¢eklesmesi gereklidir (Demir, 2014).
Vajinal Lactobacillus suslarindan en az 2 bakteriyosin tanimlanmistir (Fettweis ve
ark., 2012). Laktasin B, L. acidophilus tarafindan iiretilen ve bir bakteriyosin olarak
tanimlanmus ilk antimikrobiyal peptiddir (Pascual ve ark., 2008). Lactococcus lactis
ssp. lactis HV219 tarafindan tiretilen diger bir bakteriyosin olan bacHV219’un ise;
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Lactobacillus casei, Listeria innocua,
Proteus vulgaris ve Pseudomonas aeruginosa’ya karsi antibakteriyal aktivite

gosterdigi rapor edilmistir (Todorov ve ark., 2006).



Laktik asit iiretimi ve vajinal pH

Laktik asit olusumu ve vajinal epitelyuma gegisi, vajinal homeostazisin
korunmasi agisindan 6nemli olmustur (Melis ve ark., 2000). Lactobacilli,
karbonhidrat metabolizmasiyla laktik asit iiretmektedir, bu durum da vajinal pH’ nin

4.5’in altinda tutulmasini saglamaktadir (Matu ve ark., 2010).

LAB’leri tarafindan iiretilen laktik asit, vajinal pH’y1 diistirmesi sebebiyle
bazi patojenlere karsi inhibitor aktiviteye sahiptir. (Boskey ve ark., 2001). Bu
asiditenin ise HIV (insan immiin yetmezlik viriisii)’i de igeren tirogenital patojenler
tizerine sidal etkiye sahip oldugu gosterilmistir (McGroarty, 1993). Tomas ve
arkadaglart (2003), vajinal pH’nin 4.5’in altinda oldugunda, E. coli’nin

kolonizasyonunu engelledigini ortaya koymusladir.

Hidrojen peroksit iiretimi

Hidrojen  peroksit (H202) dretimi ilk olarak, vajinal orijinli
Lactobacillus’larda rapor edilmistir (Eschenbach ve ark., 1989). Antonio ve
arkadaslar1 (2005), L. crispatus’un % 95, L. jensenii 'nin ise % 94 oraninda hidrojen

peroksit lirettigini bulmustur.

H2.O2 ireten Lactobacilli’nin floradaki kaybi, genital ve iriner
enfeksiyonlarin artigina neden olmaktadir (Hawes ve ark., 1996). H>O>’nin, vajinal
mikrofloranin korunmasinda endojen patojenleri baskiladigi, ayrica G. vaginalis’in
in vitro gelisimini inhibe ettigi gosterilmistir (Matu ve ark., 2010). Ozellikle H.0
tireten Lactobacilli’nin, bakteriyal vajinozis, muhtemel bir sekilde HIV ve gonoreye
neden olan patojenlerin, vajinal kolonizasyonuna engelleyici bir etkisinin olabildigi
One siirilmektedir (Hawes ve ark., 1996). H2O- iireten Lactobacillus tiirlerinin
HIV’i de igeren g¢esitli mikroorganizmalarin gelisimini inhibe ettigi in vitro
deneylerle gosterilmistir (Jespers ve ark., 2012). Ayrica, hidrojen peroksit {ireten
Lactobacilli’nin, reaktif oksijen tiirleriyle spesifik etkilesime girerek vajinal kanser

tizerine de etki gosterebildigi bildirilmistir (Aroutcheva ve ark., 2001).

L. crispatus ve L. jensenii’nin drettigi hidrojen peroksit, mikrobiyal
antagonistik etkiye sahip oldugu; ancak ayni1 oranda antagonistik etki
gostermedikleri ortaya konmustur (Martin ve ark., 2008).



L. salivarius FV2 ve L. gasseri MB 335 suslari giiglii H2O»> iireticilerdir ve L.
gasseri MB 335 ayni zamanda epitelyal hiicrelere giiglii adezyon o6zelligi
gostermektedir. Ayrica bu suslarin G. vaginalis ve Candida albicans ile etkili bir
koagregasyon gosterdigi ortaya konmustur (Mastromarino ve ark., 2002). Yapilan
diger bir ¢aligmada ise saglikli kadinlarin vajinasindan izole edilen Lactobacillus
suslarinin, vajinozisle iligkili G. vaginalis ve Provotella bivia’ya karsi antagonistik
aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir (Atassi ve ark., 2006). Yine, LAB’lerinin
bazi suslar1 tarafindan tretilen hidrojen peroksitin, S. aureus ve Pseudomonas

spp.’yi etkili bir sekilde inhibe ettigi rapor edilmistir (Dicks ve Botes, 2010).

1.3.4. Vajinal enfeksiyonlardan korunmada LAB’lerinin rolii

Laktobasillerin iirogenital patojenlere karst mikrobiyolojik bir bariyer oldugu
uzun siiredir diisiiniilmekte olup, vajinadaki enfeksiyon hastaliklarinin énlenmesi
ya da azaltilmasinda 6nemli bir role sahip olduklar1 ortaya konmaktadir. (Okkers,
1999; Reid ve ark., 2003a). Calismalar, normal genital mikrofloranin 6zellikle de
Lactobacillus tiirlerinin kaybt ya da bozulmasinin, genital enfeksiyonlarin

insidansini arttirdigini gostermistir (Reid, 2002; Reid ve Burton, 2002).

Vajinal floradaki laktobasiller, bakteriyal vajinozis, TUriner bdlge
enfeksiyonlar1 (UTI), vulvovajinal kandidiyazis (VVC) ve HIV gibi diger cinsel
yolla bulasan enfeksiyon etkenlerinin kolonizasyonuna kars1 floray1 korumaktadir
(Matu ve ark., 2010).

Bazi probiyotik Lactobacillus suslariyla yapilan c¢aligmalarda, bu suslarin
Salmonella, Shigella, E. coli, Enterobacter’in baz tiirleri gibi patojenler iizerine
inhibitor aktivite gosterdigi ortaya konmustur (Iordache ve ark., 2008). Ayrica,
literatiirde Bacteroides, S. aureus inhibisyonu ile de ¢aligmalar yer almaktadir
(Atassi ve ark., 2006). Yine yapilan bir calismada, probiyotik &zellige sahip L.
fermentum SK5’in vajinal enfeksiyon kaynagi olan E. coli ve G. vaginalis’i inhibe

ettigi ortaya konmustur (Kaewnopparat ve ark., 2013).

Bunlara ek olarak vajinadan izole edilen L. acidophilus, L. gasseri, L. jensenii
ve L. crispatus ‘un, G. vaginalis ve P. bivia’nin canliligini azalttig1 rapor edilmistir
(Atassi ve ark., 2006). Ayrica bazi laktobasillerin, E. coli, C. albicans, ve G.
vaginalis gibi bazi patojenlere karsi koagregasyon yetenegine sahip oldugu da
ortaya konmustur (Boris ve ark., 1998; Osset ve ark., 2001a).



1.4. Bakteriyal Ekzopolisakkaritler
1.4.1. Ekzopolisakkarit tanim ve tarihgesi

Mikrobiyal ekzopolisakkaritler, mikroorganizmalar tarafindan salgilanan
¢oziinebilir ya da ¢oziinemez polimerlerdir (Kumar ve ark., 2007). Bir baska deyisle
EPS agirlikli olarak bakteri, mantar ve mavi — yesil alglerin gelisimleri sirasinda
salgilanan uzun zincirli polisakkaritlerdir (Ye ve ark., 2012). Pekgok gram — pozitif
ve gram — negatif bakteri EPS iiretmektedir (Kumar ve ark., 2007). Son yillarda
laktik asit bakterilerinin sentezledigi EPS iizerinde odaklanilmistir (Guo ve ark.,
2013). Bakteriyal EPS, hiicre ¢evresine salgilanarak hiicre yiizeyiyle kovalent bir
sekilde baglanarak, kapsiil bir yap1 olusturan karbonhidrat polimerleridir. Ayrica bu
maddeler iretici mikroorganizma tarafindan enerji  kaynagi olarak

kullanilmamaktadir (Ruas-Madiedo ve ark.,2008).

LAB’leri ¢ok iyi bilinen polisakkarit iireticileridir (Monsan ve ark., 2001).
Bakteriyal EPS’nin tarihi 19. yiizyilin ortalarinda, sarapta bir laktik asit bakterisi
olan Leuconostoc mesenteriodes tarafindan iiretilen daha sonralar1 dekstran olarak

isimlendirilen bir ekzopolisakkaritin kesfiyle baglamistir (Nwodo ve ark., 2012).
1.4.2. Ekzopolisakkarit olusumu

Hiicre dist EPS’ler hiicre duvarinda yapisal ve koruyucu amach
olusturulmakta olup, teikoik asit yapisi i¢inde bir bilesen gibi bulunmaktadir
(Nwodo ve ark., 2012). Bakteriyal EPS 2 formda olusmaktadir; biri bakteri
ylizeyiyle siki bir sekilde baglanan kapsiiler polisakkarit (CPS, K — antijenleri)
digeri ise; bakteriyal yiizeyle gevsek bir sekilde baglanan slime polisakkaritidir
(Kumar ve ark., 2007; Wu ve ark., 2010). Bu yapilar siklikla ylizeye yapismada
gorev almaktadirlar (Nwodo ve ark., 2012). Belli bakteriyal ekstraseliiler
polisakkaritler, L - fukoz, L - ramnoz, L - altroz, D — mannoz gibi monosakkaritlerin
kaynak materyalleridir; bu maddelerin bitki ve hayvan dokularindan laboratuvar
ortaminda ekstraksiyonu ve kimyasal sentezi zor ve pahalidir (Kumar ve ark.,
2007).

1.4.3. Ekzopolisakkaritlerin yapisi

LAB ‘leri tarafindan sentezlenen EPS, kimyasal kompozisyon, yap1 ve

molekiiler agirlik bakimindan biiyiik 6l¢iide degiskenlik gostermektedir (Werning
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ve ark., 2012). EPS, seker ya da seker tiirevlerinden olusan uzun zincirli
polisakkaritlerdir. Bu yapr igerisinde, baslica glukoz, galaktoz, mannoz, N — asetil
glukozamin, N — asetil galaktozamin ve ramnoz gibi sekerler farkli oranlarda yer
almaktadir (Looijesteijn ve ark., 2001). Kimyasal kompozisyonuna gore EPS,
heteropolisakkaritler ~ (HePS) ve  homopolisakkaritler ~ (HoPS)  olarak
smiflandirilmaktadir.  Homopolisakkarit EPS’ler sadece monosakkaritten
olusmaktadir: D - glucopyranose (glukanlar) ya da D — fructopyranose (fruktanlar).
Fruktanlar da yapilarina gore iniilinler (B-2,1 bagli) ve levanlar (B-2,6 bagli) olmak
tizere 2 grupta incelenmektedir. Bu maddeler baslica Leuconostoc, Lactobacillus,
Streptococcus ve Weissella cinsleri tarafindan sentezlenmektedir (Ruas-Madieido
ve ark., 2002; Werning ve ark., 2012).

1.4.4. Ekzopolisakkaritlerin fonksiyonlari

EPS, biyolojik ve terapotik aktivitelere sahip, dnemli ekstraseliiler biyoaktif
molekiillerdir (Liu ve ark., 2011a). Bu molekiillerin fizyolojik rolii heniiz tam
olarak anlasilamamustir. EPS, hiicre taninmasi ve etkilesimi, yiizeylere yapisma, ve
biyofilm olusumu gibi fonksiyonlara sahiptir (Werning ve ark., 2012). Ayrica,
kuruma, fagositoz, protozoa ve faj saldirisi, antibiyotik, toksik bilesikler ve ozmotik
stres gibi ¢evresel etkenlere karsi da hiicreyi korumaktadir (Ruas-Madieido ve ark.,
2002; Zhang ve ark., 2013). EPS, kat1 yiizeylere yapigsma tutunmada da 6nemli bir
rol oynamaktadir (Patel ve ark., 2012).

Probiyotik bakterilerden izole edilen EPS’nin kolera toksininin
notralizasyonunu saglamasinin yaninda, antitimoral ve antibiyofilm aktivitelerine
de sahip oldugu ortaya konmustur (Kim ve ark., 2010). Ayrica antioksidan ve
immiinomodiilator etkilere de sahiptir (Ooi ve Liu, 2000; Liu ve ark., 2010). Bunun
yaninda antiviral, antibakteriyal ve antifungal 6zellikler sergilemektedir (Chen ve
ark., 2012). EPS’nin iilseri engelleyici ve Kkolesterol disiiriicii etkileri de
bulunmaktadir (De Vuyst ve Degeest, 1999; Ruas-Madiedo ve ark., 2002). EPS’nin
diger fizyolojik yararli etkisi ise gastrointestinal bdlgedeki probiyotik

kolonizasyonunun arttirilmasinda rol oynamasidir (Looijesteijn ve ark., 2001).

Intestinal Lactobacilli ve bifidobakteriler tarafindan iiretilen EPS’nin
intestinal mukusa yapisma ve de enteropatojenlerle etkilesim gibi fonksiyonlarinin

var oldugu one siiriilmiistiir (Ruas-Madiedo ve ark., 2006). Lactobacillus’lardan
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izole edilen EPS’nin bakteriyal toksin ve enteropatojenlerin toksik etkilerini etkisiz
hale getirebildikleri gosterilmistir (Lopez ve ark., 2012).

EPS’nin belli tipleri, kolon kanseri tedavisinde, kolon mikroflorasi i¢in bir
substrat gibi gorev alan, kaplama ve matriks ajani olarak kullanilmaktadir.
LAB’lerinden elde edilen baz1 EPS tiirevleri, T ve B lenfositlerinin proliferasyonu,
makrofaj aktivasyonu ve sitokin iiretiminin indiiklenmesi gibi fonksiyonlara
sahiptir (Mozzi ve ark., 2009; Patel ve ark, 2012). Ayrica LAB
ekzopolisakkaritleri, dendritik hiicreler gibi antijen sunan hiicreleri stimiile
etmektedir (Liu ve ark., 2011a). L. lactis subsp. cremoris SBT 0495’in
ekzopolisakkaritinin, farelerde spesifik antikor {iretimini arttirdigi ortaya

konmustur (Ruas-Madieido ve ark., 2002).

Looijesteijn ve arkadaslar1 (2001), L. lactis subsp. cremoris NZ4010
tarafindan tiretilen EPS’nin, bakteriyofajlar, metal iyonlari, nisin ve lizozim gibi

cesitli antimikrobiyal faktorlere karsi oldugunu ortaya koymustur.
1.4.5. Ekzopolisakkaritlerin kullanim alanlari

Lactobacilli, fermente gida endiistrisinde hijyenik giivenilirlik, saklama
stabilitesinin korunmasi ve tad 6zelliklerinin arttirilmas1 amactyla probiyotik olarak
kullanilmaktadir. Bu bakteriler fermantasyon isleminde starter ( baslangig) kiiltiirii
olarak kullanilip, islem boyunca iiriin elde edilinceye kadar optimal dengenin
korunmasini saglar. Ayrica, bu bakteriler son zamanlarda probiyotik olarak
vajinada kullanilacak aday mikroorganizma olarak desteklenmistir (Ocana ve

Nader — Macias, 2002; Liu ve ark., 2011a).

Laktik asit bakterilerinden elde edilen ekzopolisakkaritler son yillarda
endiistriyel alanda da biiyiik 6neme sahiptir (Patel ve ark., 2012). EPS iireten suslar,
endiistride biyolojik stabilizator, emiilgator, viskoz arttirict ve jellestirici ajan

olarak kullanilmaktadir (Ruas — Madiedo ve ark., 2010).

LAB’leri gidalarda kullanilabilen GRAS (generally recognised as safe =
genellikle gilivenilir olarak tamimlanan) bakteriler olup, bu bakterilerin
ekzopolisakkaritleri de gidalara eklenmektedir (Ruas-Madiedo ve ark., 2008; Badel
ve ark., 2011). Uretim maliyetini diisiirmesi ve de kolay izolasyonu sebebiyle

EPS’nin gida katki maddesi olarak kullanilmasi avantaj saglamaktadir. LAB’leri
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tarafindan in situ olarak tretilen EPS, Dbitkilerden ya da GRAS olmayan
bakterilerden iiretilen biyopolimerlerin kullanimina bir alternatif olabilmektedir

(Werning ve ark., 2012).

LAB’lerinden elde edilen EPS, gida katki maddesi ya da fonksiyonel gida
igerigi olarak da kullanilarak ekonomiye katki sunmaktadir (Zhang ve ark., 2013).
EPS’nin yarari, molekiil agirligina, monosakkarit kompozisyonuna ve bunlarin

baglanma sekillerine baglidir (lliev ve ark., 2006).

EPS iireten LAB’leri gida endiistrisinde fermente ve fonksiyonel gidalarin
tad, tekstiir gibi reolojik Ozelliklerinin gelistirilmesinde kullanilmaktadir. Bu
polisakkarit yapilar gidalara eklendiginde, gidaya kivamlastirici, dengeleyici,

emiilsiyonlastirici ve jellestirici 6zellik kazandirmaktadir (Werning ve ark., 2012).

3 bakteriyal polimer ( ksantan, jellan ve kurdlan ) gida endiistrisinde gida
katk1 maddesi olarak kullanilmaktadir. Bunun yaninda, bakteriyal selilloz kozmetik
endistrisinde medikal uygulamalarda kullanilmak iizere yapay deri iiretiminde ve
ayrica emiilsiyonlarin stabilizorii olarak da kullanilmaktadir. Bakteriyal seliilozun
gerilme giiciiniin, bitkisel kaynakli seliilozdan daha yiiksek olmasi sebebiyle de

onem arz etmektedir (Badel ve ark., 2011).

EPS gida endiistrisinde, yogurt, peynir, acidophilus siitii, krema, ayran ve
sttlii tatlilarda kullanilmaktadir (Duboc ve Mollet, 2001; Doleyres ve ark., 2005).
Ayrica distik kalorili iirtinlerde yag yerine gegici olarak da kullanilabilmektedir
(Hongpattarakere ve ark., 2011). Iskandinav iilkelerinde viili ve langmjolk, ayni
zamanda kefir, yogurt, diisiik yagli mozzeralla ve cheddar peyniri gibi {irlinlere de
katilmaktadir (Werning ve ark., 2012). Viili, Lactococcus’un EPS {ireten suslari
tarafindan iiretilen gilinliik bir icecektir (Ruas — Madiedo ve ark., 2002). Ayrica
firinlarda eksi hamur tiretiminde Lactobacillus ya da Weissella suslar1 tarafindan in
situ sekilde iretilen glukan ya da fruktanlar kullanilmaktadir (Tieking ve ark..,
2003).

Yogurt, L. delbrueckii ssp. bulgaricus ve Streptococcus thermophilus gibi
EPS iireten kiiltiirlerin (sirasiyla 60 — 150 mg ve 30 — 890 mg/L heteropolisakkarit)
fermantasyonundan elde edilen en iyi bilinen EPS {iriiniidiir. (Marshall ve Rawson,

1999). Yine, L. lactis subsp. cremoris, 6zel reolojik 6zellikleri nedeniyle endiistride
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yogurt tiretiminde kullanilmaktadir (Nwodo ve ark., 2012). Yine S. thermophilus
ve L. delbrueckii subsp. bulgaricus, yogurtlara viskozitenin arttirillmasi amaciyla
endiistride baslangi¢ kiiltiirii olarak kullanilmaktadir (Looijesteijn ve ark., 2001,
Ruas- Madiedo ve ark., 2002).

Saf EPS’nin rolii c¢alisilmamis olmasina ragmen, yapilan c¢alismalar
sonrasinda EPS’nin kazeinle etkilesimi sonucu tekstiiriteyi sagladigi kararina
vartlmistir. In situ EPS tiretiminin diger 6nemli bir 6rnegi ise kefirdir. Kefir, Dogu
Avrupa’da ¢ok onemli bir igecek olup, farkli bakteri ve maya tiirleri tarafindan

iretilen fermente bir siit tiriintidiir (Pelinescu ve ark., 2011).

Yine, Lactobacillus helveticus 'un birka¢ susunun ekzopolisakkariti,
mozzeralla peynirinin {iretiminde kullanilmaktadir (Jolly ve ark., 2002). Ayrica
mikrobiyal polisakkaritler son donemde biyotopaklastirict (biofluccant),
biyoabsorban, agir metal kaldirici ajan, ila¢ salinim ajani gibi amaglarla da

kullanilmaktadir (Wang ve ark., 2008).
1.4.6. Ekzopolisakkarit iireten laktik asit bakterileri

Birgok LAB’sinin EPS irettigi bilinmektedir. Heteropolisakkarit iireten
LAB’leri ¢ogunlukla Streptococcus, Lactobacillus ve Lactococcus cinsine aittir
(Jolly ve ark., 2002).

Lactobacilli ‘nin yaklasik 30 tiirii EPS iiretici olarak tanimlanmistir. Bunlar
arasinda en iyi bilinenleri; L. casei, L. acidophilus, L. brevis, L. curvatus, L.
delbrueckii bulgaricus, L. helveticus, L. rhamnosus, L. plantarum ve L.
johnsonii’dir (Badel ve ark., 2011).

1.4.7. Ekzopolisakkarit miktarim etkileyen faktorler

Uretilen EPS miktar1, bakteri tiiriine gore degiskenlik gostermektedir. Ancak,
pH, sicaklik, inkiibasyon siiresi ve besiyeri kompozisyonu (karbon, azot ve katyon
kaynaklar1) gibi fizikokimyasal faktorler de {iriin eldesinde ©nemli bir rol
oynamaktadir (Heumann ve ark., 1994; Degeest ve ark., 2008). Ayrica EPS iiretimi,
bakteriyal gelisim fazina da baglidir (Petry ve ark., 2000). Kiiltiir ortamindaki EPS
miktari, durgun fazin sonunda maksimuma ulagsmakta (32 saat) ve 6liim fazinin

basinda azalmaya baglamaktadir (Zhang ve ark., 2013).
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Pektas (2014), siit ve siit iirlinlerinden izole ettigi LAB’lerinin EPS iiretim
miktarlarmin 46.65 mg/L - 53.17 mg/L arasinda degiskenlik gosterdigini ortaya
koymustur. Ancak, fermente siitiin viskozitesi ile EPS konsantrasyonu arasindaki
iliski tam olarak aydinlatilamamistir. Van Marle ve Zoon (1995), kivamsiz (non-
ropy) LL Kkiiltiiriiyle, kivamli (ropy) RR kiiltiiriiniin yaklasik ayni miktarda (
sirastyla 90 mg/mL, 101 mg/mL ) polimer iirettigini ortaya koymustur (Van Marle
ve Zoon, 1995).

1.5. Laktik Asit Bakterilerinin Ve Bunlara Ait Ekzopolisakkaritlerin

Antitiimoral Etkileri

Epidemiyolojik ve deneysel ¢aligmalardan elde edilen veriler LAB suslarinin
ya da fermente gilinliikk iirlinlerin alinmasinin, belli kanser tiplerinin riskini
azaltabilecegini ve tiimoriin gelisimini inhibe edebilecegini ortaya ¢ikarmaktadir.
Ancak LAB’lerinin gostermis oldugu antikanser etkilerin mekanizmasi heniiz tam

olarak aydinlatilamamistir (Choi ve ark., 2006).

Pekcok kanser terapi ajani, normal hiicre ve dokulara toksik etkiler
gostermesi  sebebiyle smirli kullanima sahiptir (Damia ve Broggini, 2004).
Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus ve Bifidobacterium gibi ¢esitli LAB
suglarinin hiicre duvar1 peptidoglukaninin ya da membran komponentlerinin
antikanser aktiviteleri degerlendirilmistir. (Fichera ve Giese 1994; Lee ve ark.,
2004).

L. casei’nin sitoplazmik ekstraktinin in vivo antikanser etkiler sergiledigi
gosterilmistir (Lee ve ark.,, 2004). Ayrica Orlando ve arkadaglari (2009),
Lactobacillus homojenatlarinin, kolon kanser hiicre hattinda antiproliferatif etkiler
sergiledigini gostermistir. Yine, Er ve arkadaslar1 (2015) da, et tiriinlerinden izole
edilen LAB’lerinin hiicre disi1 filtratinin Caco — 2 kolon kanser hiicre hattina karsi

sitotoksik etki gosterdigini ortaya koymustur.

Kitazawa ve arkadaglar1 (1991), L. lactis subsp. cremoris KVS 20
liyofilizatinin, farelerde Sarcoma — 180 kanser gelisimini inhibe ettigini; ancak in

vitro sitotoksik etki géstermedigini ortaya koymustur.

Son zamanlarda ise laktik asit bakterileri tarafindan tretilen EPS’lerin de

antitiimoral aktivitelerine dikkat ¢ekilmektedir (Arena ve ark., 2006; De Stefano
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Tommonaro ve ark., 2007). Yapilan birkag ¢alismada bakteriyal EPS’nin timor
proliferasyonunu azalttig1 desteklenmistir (Lopez ve ark., 2012). Bu konuda in vivo
oral yolla EPS alimiyla yapilan deney az sayidadir. Yapilan bir ¢alismada kefirden
elde edilen suda ¢oziinebilir EPS (KGF — C)’nin oral olarak alindiginda timor
gelisimini yavaglattigi gosterilmistir (Ruas — Madiedo ve ark., 2002).

Yogurt iiretiminde baslangi¢ kiiltiirli olarak kullanilan L. delbrueckii subsp.
bulgaricus OLL 1073R-1 ekzopolisakkaritinin, konak aracili antitiimor aktivite
sergiledigi ortaya konmustur. (Kitazawa ve ark., 1998).

Ayrica, Choi ve arkadasglar1 (2006), L. acidophilus’un ¢oziinebilir
polisakkaritlerinin, bazi tiimor hiicre hatlarinda apoptozu indiikledigini ortaya
koymustur. Kim ve arkadaslar1 (2010), L. acidophilus polisakkaritlerinin in vitro

ortamda tiimor hiicrelerinde inhibitor etki segiledigini ortaya koymustur.

Yine, EPS iireten ve yogurt baslangig kiiltiirii olarak kullanilan Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus OLL 1073R-1’in konak-aracili antitiimor aktivite
sergiledigi rapor edilmistir (Kitazawa ve ark., 1998). Lactobacillus casei 01
EPS’sinin, HT-29 kolon kanser hiicrelerinin canlili§ini inhibe ettigi rapor edilmistir
(Liu ve ark., 2011b). Ayrica, Lopez ve arkadaglari (2012), pek ¢ok Bifidobacterium
susunun EPS’sinin kolon kanser hiicresi olan HT-29 hiicre sayisin1 anlamli sekilde

azalttig1 sonucuna varmislardir.
1.6. Kanser

Normal viicut hiicreleri biiylir, boliinlir ve sonunda Oliir. Yasamin ilk
yillarinda, hiicre bolinmesi g¢ok hizli olmasina karsin yetigkinlikten sonra
hiicrelerin boliinme hiz1 giderek yavaslamaktadir. Dokulardaki normal hiicreler,
yipranmis veya yasam faaliyetini yitirmis hiicrelerin yerini doldurmak igin
boliinmekte, gelismekte ve boylece doku biitiinliigii korunmaktadir. Kanserli
hiicrelerde bdyle kontrollii bir bolinmeden ve doku biitiinligiinden bahsetmek
miimkiin degildir (Celik, 2011).

Kanserin kdkeni, hangi dokudan tiirevlendigine baglidir. Kanser hiicrelerinin
yaklagtk % 85’1 epitel hiicrelerinden olusmakta ve karsinoma olarak

siniflandirilmaktadir. Mezoderm hiicrelerinden (kemik, kas hiicreleri) tiirevlenenler
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sarkoma olarak simiflandirilirken, bezsel dokulardan tiirevlenenler ise

adenokarsinoma olarak isimlendirilmektedir (Giiney, 2011).
1.6.1. Rahim agz kanseri

Rahim agzi kanseri, diinya ¢apinda insidans ve mortalite bakimindan gogiis,
kolorektal ve akciger kanserinden sonra 4. en yaygin goriilen kanser olup, yillik
265.700 oliimle sonuglanmaktadir (Torre ve ark., 2012). Rahim agzi1 kanserinin
nedeni genellikle, insan papilloma viriisiidiir (HPV) ve bu viriisiin simdiye kadar
tanimlanmis 100 farkli tiirti oldugu bilinmektedir. Bu tiirlerin ¢cogu diisiik risk
icermektedir. Ancak, yiiksek riskli tiirleri rahim agzi kanserine yol acabilen,
anormal hiicrelerin gelismesine neden olabilmektedir. Rahim agzi1 kanseri
vakalarinin ¢oguna iki tiir HPV (HPV 16 ve 18) sebep olmaktadir. Rahim agzi
kanseri olgularmin yaklasik % 70’inde bu iki viriis tiirii bulunmustur (Onder, 2013).

Rahim agz1 kanserinin mortalitesi, insidansindan Onemli Olgiide daha
diisliktiir; diinya capindaki mortalitesinin insidansina oran1 % 55°tir (Kyriguo ve
ark., 2014). Rahim agzi kanserinden hastanin hayatta kalmasi gesitli faktorlere
baglidir. Bu faktorlerden en 6nemlilerinden biri de hastaligin tanisinin kondugu
safhadir. Satha I i¢in 5 yillik tahmin edilen hayatta kalma oran1 % 84 — 93 arasinda,
satha Il i¢in % 73 — 75, satha I1l i¢in % 59 — 68 ve satha IV i¢in % 35°tir (Miglierini
ve ark., 2014).

Rahim agz1 kanserinde skuamoz hiicre karsinomlart % 90 gibi biiyiik
cogunlugu olusturmaktadir; kalan % 10’luk kismi adenokarsinomlar
olusturmaktadir. Ancak son yillarda adenokarsinomlarin insidanst giderek

artmaktadir (Guitarte ve ark., 2014).

Rahim agzi kanserinin olusumundaki en biiyiik faktor; cinsel aktivitedir.
Yapilan epidemiyolojik ¢alismalar, evlilik, bozulmus evlilik, ¢oklu evlilik, evlilik
dis1 cinsel birliktelik, evlilik dncesi cinsel birliktelik, erken yasta yapilan evlilik,
erken yasta yasanan cinsel birliktelik, gayrimesruluk, c¢oklu cinsel partnerlik,
kisinin fuhus ve sifiliz ge¢misinin olmasi, diisiik sosyoekonomik statii gibi
faktorlerin de rahim agzi kanserini arttiran faktorlerden oldugunu gostermistir
(Beral, 2015).
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2. MATERYAL ve YONTEM
2.1. Materyal
2.1.1. Vajina orneklerinin temini ve laboratuvara getirilmesi

Istanbul Medipol Universitesi Hastanesi Kadin Dogum Klinigi‘nde hekim
araciligiyla 20-40 yas araligindaki saglikli 30 kadindan ekiivyonla 6rnek alinmis ve
alinan vajen Ornekleri soguk zincir araciligiyla hemen laboratuvara getirilerek
ekimleri yapilmigtir. Calismamizin etik kurul karari, 11/04/2013 tarihinde 38
numarali karar numarasiyla Istanbul Medipol Universitesi Girisimsel Olmayan

Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan alinmistir.
2.1.2. Hiicre hatlar:

Bu caliymada Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii
Molekiiler Biyoloji Laboratuvar’ina ait hiicre stoklar1 kullanilmistir. HeLa (insan
serviks kanser hiicresi) ve HUVEC (insan gobek kordonu endotel hiicresi) hiicre

hatlar1 s1v1 azottan ¢ikarilarak ¢alismalara alinmistir.
2.1.3. Besi ortamlari ve kimyasallar

2.1.3.1. MRS agar (Merck)

Diamonyum hidrojen sitrat 29
Dipotasyum hidrojen fosfat 29
Glukoz 209
Magnezyum siilfat 0,29
Mangan siilfat 0,04 g
Et ekstraktt 8¢
Pepton 109
Sodyum asetat 50
Maya ekstrakti 49
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Tween 80
Agar

Distile su

1mL
149

1000 mL

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 5,4+ 0,2’ ye ayarlanmis ve

121 ° C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.2. M17 agar (Difco)
Kazein
Soya peptonu
Et ekstrakti
Maya ekstrakti
Askorbik asit
Magnezyum siilfat
Disodyum-B-gliserofosfat
Agar

Distile su

119

1000 mL

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 5,4+ 0,2’ ye ayarlanmis ve

121 ° C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.3. Hareketlilik nitrat ortamm
Et ekstrakti
Pepton
Sodyum nitrat
Gliserol

Galaktoz

19
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Agar 39
Distile su 995 mL

Besiyeri icerigi, distile suda ¢ozilerek, 1sitilmis ve pH 7,0+0,2'ye
ayarlandiktan sonra, tiiplere aktanlarak, 121 °C'de 15 dakika otoklavlanarak

kullanilmistir.
2.1.3.4. MRS agar % 6,0 tuz ilaveli

Daha once igerigi verilmis olan MRS agar (Merck ) ortami igerisine 60g/1000
mL olacak sekilde sodyum kloriir ilavesi yapilmis, igerik distile suda ¢oziildiikten
sonra 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.5. MRS agar %7,5 tuz ilaveli

Daha o6nce igerigi verilmis olan MRS agar (Merck ) ortam igerigine 759 /
1000 mL olacak sekilde sodyum kloriir ilavesi yapilmis, igerik distile suda

¢oziildiikten sonra 121°C” de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
2.1.3.6. MRS agar %10 tuz ilaveli

Daha once igerigi verilmis olan MRS agar (Merck ) ortami igerisine
100g/1000 mL olacak sekilde tuz ilavesi yapilmis, igerik distile suda ¢oziildiikten
sonra 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.7. Ug sekerli demirli (TSI) agar (Merck)

Pepton (kazeinden) 159
Pepton (etten) 59
Et ekstrakti 30
Maya ekstrakti 39
Sodyum kloriir 50
Laktoz 10 ¢
Sukroz 10 ¢

20



D (+) Glukoz

Demir (111) amonyum sitrat
Sodyum tiyosiilfat

Fenol kirmizisi

Agar

Distile su

129

1000 mL

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 7,4+ 0,2’ye ayarlanmus,

icerigin tam olarak homojen hale getirilmesi i¢in besiyeri kaynatilmis ve test

tiplerine 15 mL koyularak 121 °C de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

Otoklavdan ¢ikan tiipler egimli bir zemin tizerine yatirilarak dondurulmus ve yatik

agar seklinde kullanilmistr.
2.1.3.8. Arjinin dihidrolaz broth (D2935, Fluka)
Pepton
Sodyum kloriir
Potasyum hidrojen fosfat
Fenol red

L-arjinin HCI

lg
54
0,39
0,01g

109

Besiyeri icerigi distile su ile 1000 mL‘ye tamamlanip ¢oziildiikten sonra, pH

7,4+ 0,2’ye ayarlanmig ve 121 ° C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.9. Beyin kalp infiizyon (BHI) agar (Merck)

Sigir kalbi
Dana beyni
Di sodyum hidrojen fosfat

D-(+) Glukoz
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Pepton
Sodyum kloriir
Agar

Distile su

109
54
159

1000 mL

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 7,4+ 0,2’ ye ayarlanmis ve

121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.10. Nutrient agar (Merck)

Et ekstrakti
Pepton
Agar

Distile su

39
5¢
159

1000 mL

Besiyeri icerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 6,8+ 0,2’ye ayarlanmis ve

121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.11. Endo agar (Merck)

Pepton
K2HPO4
Laktoz

Na2SO3z (susuz)
Fuksin

Agar

Distile su

1259

1000 mL

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 7,4+ 0,2’ye ayarlanmis ve

121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.



2.1.3.12. Beyin kalp infiizyon (BHI) broth (Merck)

Sig1r kalbi 50

Dana beyni 125¢g
Di sodyum hidrojen fosfat 250
D-(+) Glukoz 29
Pepton 109
Sodyum klortir 59
Distile su 1000 mL

Besiyeri igerigi distile suda ¢6ziildiikten sonra, pH 7,4+ 0,2’ye ayarlanmis ve
121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.13. Patates dekstroz broth (PDB) (Merck)

Patates ekstrakti 49
D-(+) Glukoz 209
Distile su 1000 mL

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildikten sonra, 121°C’de 15 dakika

otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.14. Patates dekstroz agar (PDA) (Merck)

Patates ekstrakti 49
D-(+) Glukoz 209
Agar 159
Distile su 1000 mL

Besiyeri igerigi distile suda c¢oziildiikten sonra, 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak steril edilmistir.
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2.1.3.15. Tween 80 agarh besiyeri

Pepton 10 g/L
NaCl 59/L

CaCl,.2H20 0,19/L
Tween 80 10 mL
Agar 20 g/L

Besiyeri igerigi distile su ile 1000 mL’ye tamamlanip ¢oziildiikten sonra, pH

6,0’a ayarlanmig ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.16. Egg yolk besiyeri

Saboroud dekstroz agar 65 g/L
NaCl 58,4 g/L
CaCl> 550/L
Egg yolk tellurit soliissyonu 0,2 mL/L

Besiyeri igerigi distile su ile 1000 mL‘ye tamamlanip ¢oziildiikten sonra,

121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.17. Mueller hinton agar (MHA) (Merck)

Sigir eti-kalp ekstrakti 49
Kazein hidrolizat 1759
Nisasta 159
Agar 179
Distile su 1000 mM

Besiyeri icerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 6,8 £ 0,2’ ye ayarlanmis ve
121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
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2.1.3.18. MRS broth (Merck)
Dipotasyum hidrojen fosfat
Glukoz
Magnezyum siilfat heptahidrat
Mangan siilfat tetrahidrat
Et ekstrakti
Pepton
Sodyum asetat trihidrat
Triamonyum sitrat
Yeast ekstraktt

Distile su

54

1000 mL

Besiyeri igerigi distile suda ¢6ziildiikten sonra, pH 6,2+ 0,2’ye ayarlanmus, 1

mL Tween 80 eklenmis ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.19. M17 broth (Difco)
Kazein
Soya peptonu
Et ekstrakti
Maya ekstrakti
Askorbik asit
Magnezyum siilfat
Disodyum-p-gliserofosfat

Distile su
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Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 5,4+ 0,2’ye ayarlanmis ve
121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.20. Mueller hinton yumusak agar

Sigir eti-kalp ekstrakti 49
Kazein hidrolizat 175¢g
Nisasta 15¢g
Agar 79
Distile su 1000 mL

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 6,8 + 0,2’ ye ayarlanmis ve
121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.21. Patates dekstroz yumusak agar

Patates ekstrakti 49
D-(+) Glukoz 20 ¢
Agar 749
Distile su 1000 mL

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildikten sonra, 121°C’de 15 dakika

otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.22. Mikrobiyoloji deneylerinde kullanilan diger kimyasallar ve besi

ortamlar:

Glukoz (Merck), NaCl (Merck), HCI (Merck), NaOH (Merck), glasiyal asetik
asit (Merck), fenol fitalein indikatorii (Merck), kristal viyole (Merck), lugol
(Merck), etil alkol (Merck), bazik fuksin (Merck), trikloroasetik asit (Sigma),
hidrojen peroksit (Merck), safra tuzu (Sigma), kanl agar, ¢ikolata agar, oksidaz
kitleri (Merck), anaerob ortam Kkiti (Merck), APl CHL 50 Kitleri (BioMerieux)

sistemi, oksidaz kitleri (Merck), tirosin (Sigma), katalaz (Sigma), proteinaz K
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(Sigma), n-hexadecane (Merck), Sodyum fosfat (Merck), GeneJET genomik DNA

saflagtirma kiti (ThermoFischer Scientific).
2.1.3.23. Hiicre Kkiiltiiriinde kullanilan diger kimyasallar ve besi ortamlar:

DMEM F12 (Sigma), Ham’s F12 (Sigma), Penisilin-Streptomisin (Gibco),
Tripsin-EDTA soliisyonu (Gibco), endolthelial cell growth supplement (Sigma),
heparin (Sigma), Sodyum bikarbonat (Sigma), Dimethyl sulfoxide (Sigma), KCI
(Sigma), NaCl (Merck), KH2PO4 (Merck), NaHPO4 (Merck), EDTA (Merck),
MTT (Sigma), S1v1 azot.

2.1.4. Kullamilan cozeltiler

2.1.4.1. %20’lik gliserol ¢ozeltisi
Gliserol 20 mL
Distile su 80 mL

Gliserol ve distile su karigtirthp 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril

edildikten sonra kullanilmistir.

2.1.4.2. %15’lik gliserol ¢ozeltisi
Gliserol 15 mL
Distile su 85 mL

Gliserol ve distile su karistirilip 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril

edildikten sonra kullanilmistir.

2.1.4.3. Fosfat buffer saline (PBS)

NaCl 8¢

KCI 029
NazHPO4 1,449
KH2PO4 0,24 g
Distile su 1000 mL
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PBS hazirlandiktan sonra, 50°C*de 30 dakika karistirilip, 121°C’de 15 dakika

otoklavlanarak steril edildikten sonra kullanilmistir.

2.1.4.4. Fizyolojik tuzlu su
Sodyum klortir 85¢
Distile su 1000 mL

Fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisi sodyum kloriir distile su icerisinde ¢oziilerek

kullanilmistir.
2.1.4.5. Hidrojen peroksit tespiti icin standart cozelti

0,1 mL saf (% 35) hidrojen peroksit alinip distile su ilavesi ile 30 mL’ye
tamamlanmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiden 1 mL bagka bir erlene alinmis ve tekrar

distile su ile 30 mL’ye tamamlanmuistir.

2.1.4.6. 0,1M Sodyum hidroksit ¢cozeltisi
Sodyum hidroksit 49
Distile su 100 mL

Cozelti, sodyum hidroksitin distile su icerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.

Molaritesi, ayarl hidroklorik asitle ayarlanmstir.

2.1.4.7. IN H2S04 ¢ozeltisi
Siilfiirik asit 1,67 mL
Distile su 100 mL

Saf siilfiirik asitten distile su ilavesi ile 1N olacak sekilde ¢ozelti

hazirlanmistir.
2.1.4.8. Amonyum molibden ¢ozeltisi
Amonyum molibden 0,12 ¢

Distile su 100 mL
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Cozelti amonyum molibden ((NH4)sM07024) distile su igerisinde ¢6ziilerek

hazirlanmstir.

2.1.4.9. Potasyum iyodiir ¢ozeltisi
Potasyum iyodiir 16,6 g
Distile su 100 mL

Cozelti, potasyum iyodiiriin (KI) distile su igerisinde ¢oziilerek

hazirlanmistir.

2.1.4.10. Proteolitik aktivite tayini icin standart ¢ozelti
Proteolitik aktivite tayini i¢in kullanilacak olan standart egri i¢in sirastyla
0,02, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1 mg tirosin /mL olacak sekilde tirosin standart ¢ozeltisini

hazirlanmis ve 5 ml’ lik MRS broth ortami igeren tiiplere ilave yapilmistir.
2.1.4.11. 0,72 N Triklorasetik asit ¢cozeltisi

Trikloroasetik asit 118 g

Distile su 1000 mL

Triklorasetik asit (TCA) distile su icerisinde manyetik karistirict yardima ile

¢oziilerek kullanilmistir.

2.1.4.12. Na2CO3.NasP207 ¢ozeltisi

Sodyum bikarbonat 150 g
Sodyum difosfat 209
Distile su 1000 mL

Sodyum bikarbonat (Na,COs3) ve sodyum di fosfat (NasP.07) uygun

miktarlarda karistirildiktan sonra distile su i¢inde ¢oziilerek kullanilmistir.
2.1.4.13. Fenol ayiraci
Folin ciocalteus ¢ozeltisi 50 mL

Distile su 100 mL
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Proteolitik aktivite tayini i¢in Folin Ciocalteus ¢ozeltisinin 1:2 oraninda
distile su ile karigtirilmasiyla fenol ayraci hazirlanmistir. Bu ¢ozelti kullanilacagi

zaman taze olarak hazirlanmalidir. Stok soliisyonu hazirlanmamalidir.
2.1.4.14. 0,05 M K2HPO4 tamponu (pH 6,5)
K2HPO4 0,096 ¢
Distile su 10 mL

Dipotasyum fosfat (K2HPOa), distile su igerisinde ¢oziindiikten sonra pH

6,5’¢ ayarlanmistir. Tampon ¢ozelti +4 °C’ de buzdolabi kosullarinda saklanmistir.

2.1.4.15. PBSEDTA

NaCl 8¢

KCI 029
Na2HPO4 1,44 ¢
KH2PO4 0,24 g
EDTA 0,372 g
Distile su 1000 mL

PBS EDTA hazirlandiktan sonra, 50°C’de 30 dakika karistirilip, 121°C’de 15
dakika otoklavlanarak steril edildikten sonra kullanilmistir.

2.1.4.16. 1xTripsin EDTA

Tripsin  EDTA soliisyonu SmL

PBS EDTA 5mL

Tripsin ve PBS EDTA steril bir falkonda karistildiktan sonra kullanilmistir.
2.1.5. Kullanilan antibiyotikler

Ampisilin (AM 10 pg/disk BBL)

30



Eritromisin (E 15 pg/disk BBL)
Gentamisin (GM 10 pg/disk BBL)
Klindamisin (CC 2 pg/disk BBL)
Metisilin (M 5 mcg/disk HIMEDIA)
Metronidazol (MET 80 ug/disk BD)
Okzasilin (OX 1 pg/disk BBL)
Penisilin (P 10 1U/disk BBL)
Sefalotin (CF 30 ng/disk BBL)
Siilfometoksazol + trimetoprim (SXT 23,75 pg + 1,25 pg/disk BBL)
Tetrasiklin (Te 30 pg/disk BBL)
Vankomisin (VA 30 pg/disk BBL)
2.2. Yontem
2.2.1. Vajinadan alinan érneklerden mikroorganizmalarin izolasyonu

Laboratuvara getirilen vajina orneklerinin, kanli agar, ¢ikolata agar, beyin
kalp infiizyon agar (BHI agar), potato dekstroz agar (PDA), saboroud dekstroz agar
(SDA), Endo agar, MRS agar ve MI17 agara ekimleri yapilmisir. Her bir
besiyerinden 2 petri kutusuna ekim yapilmistir. Ekim yapilan petrilerden biri aerob
kosullarda 37°C’de 48 - 72 sa inkiibe edilmistir. Digerleri ise; anaerobik jar iginde
37°C’ de 48 - 72 sa inkiibe edilmistir. Kiif ve maya tliremesi i¢in PDA ve SDA
petrileri 30 °C’ de 5 giin inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasi petrilerde gelisen koloniler incelenmistir. Ureme gériilen
petrilerde morfolojik olarak birbirinden farklilik gosteren 10 koloni segilip, saf
kiiltir elde etmek amaciyla tek koloni ekimi ile ayni besiyerini iceren yeni bir
petriye ekilerek uygun kosullarda inkiibe edilmistir. Saf olan kiiltiirler
stoklanmistir. MRS VE M17 agardan izole edilenler % 20, digerleri ise % 15
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gliserol iceren ependorfa alinmis ve - 85°C’de stoklanmistir. Karigik olan

kiiltiirlerden tekrar 6rnek alinarak saflastirilmistir.
2.2.2. izole edilen mikroorganizmalarin tanimlanmalari

Izole edilen mikroorganizmalarin, &ncelikle gram boyamalar1 ve katalaz
testleri yapilmistir. Gram pozitif, katalaz negatif bakteri izolatlari, laktik asit
bakterisi olarak ayrilmis ve bu izolatlara oksidaz, hareketlilik testleri, farkl
sicakliklarda gelisim, farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisim, farkli pH’larda
gelisim, HoS olusumu, arjininden amonyak olusumu, biyofilm olusumlarina
bakilmistir. Gram pozitif, katalaz pozitif bakterilerin ise biyofilm olusumlarina
bakilmistir. Ayrica izole edilen maya izolatlarina ise lipolitik ve fosfolipaz enzim

aktivite testleri, biyofilm olusumu ve hemolitik aktivite testleri yapilmistir.
2.2.2.1. Gram boyama

Gram boyama, bakterilerin hiicre duvar yapilarinin farkli olmasi temeline
dayanarak, bakterileri Gram pozitif ve Gram negatif olarak siniflandirabilmemizi

saglayan bir boyama yontemidir.

Boyama igleminin yapilabilmesi amaciyla, izolatlar hangi besiyerinden izole
edildiyse o besiyerinde ¢ogaltilmis ve boyamada 18 — 24 saatlik taze kiiltiirler
kullanilmustir. Ik énce preparat hazirlanmigtir. Temiz bir lam yiizeyine 1 damla
distile su konmustur. Kat1 besiyerinde ¢ogaltilan mikroorganizma 6rneginden 6ze
yardimiyla bir miktar alinip, distile su igerisinde dagitilip, havada kurumaya
birakilmistir. Kuruyan preparat atesten 2 — 3 kez gegirildikten sonra boyama
islemine gegilmistir. {lk olarak preparat {izerine kristal viyole damlatilip 1 dakika
bekletilmistir. Siire sonunda lam distile suyla yikanip, tizerine lugol damlatilip yine
1 dakika bekletilmistir. Sonrasinda yine preparat suyla yikanip, iizerine alkol
dokiip, dekolorizasyon islemine gegilmistir. Burada preparat 10-15 saniye % 95 ‘lik
alkol ile muamele edildikten sonra preparat suyla yikanip iizerine bazik fuksin
boyast damlatilmistir ve 30 saniye bekletilmistir. Siire sonunda preparat suyla
yikanip, kurutma kagidiyla kurutularak mikroskopta incelenmistir. Gram pozitif
kontrol 6rnegi olarak Staphylococcus aureus, Gram negatif 6rnegi olarak da

Escherichia coli bakterisi kullanilmistir. Preparatlar 1s1k mikroskobunda (Leica
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DM500) immersiyon yagi kullanilarak 100’liik objektifte mevcut renk ve bakteri
morfolojileri incelenmistir. Inceleme sonrasinda mor renge boyanan bakteriler
Gram pozitif, pembe renge boyanan bakteriler ise Gram negatif olarak

degerlendirilmistir (Tamer ve ark., 1989).
2.2.2.2. Katalaz testi

Bakterilerde katalaz enziminin varliginin ya da yoklugunun arastirilmasini
saglayan katalaz testi, hidrojen peroksitin bu enzim yardimiyla su ve oksijene
ayrilmasi temeline dayanmaktadir. Bu amagla kiiltiirler MRS agar ve M17 agarl
besiyerlerinde gelistirildikten sonra ve kiigiik bir kiiltiir 6rnegi lam yiizeyine alinip
tizerine % 3’liik H2O2 damlatilmistir. Staphylococcus aureus test sirasinda pozitif
kontrol olarak kullanilmistir. Gaz ¢ikisinin oldugu kiiltiirler katalaz pozitif, gaz
cikisinin olmadig kiiltiirler ise katalaz negatif olarak degerlendirilmistir (Akgelik
ve ark., 2000).

2.2.2.3. Oksidaz testi

Oksidaz testi, bakterilerde oksidaz enziminin varliginin ya da yoklugunun
arastirilmasi esasimna dayanan bir testtir. Bu islem icin oksidaz kitleri (Merck)
kullanilmigtir. Kit protokoliine gore, LAB kiiltiirleri, MRS agar ve M17 agarda
gelistirildikten sonra steril kiirdan yardimiyla mikroorganizma Ornegi oksidaz
striplerinin tizerine yayilmis ve 20 — 60 saniye beklenmistir. Siire sonunda renk
degisikligine bagl olarak yorum yapilmistir. Mavi — mor rengin gdézlenmesi
oksidaz pozitif, rengin degismemesi oksidaz negatif olarak yorumlanmistir.

Staphylococcus aureus test sirasinda pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
2.2.2.4. Hareketlilik testi

Hareketlilik testi, bakterilerin hareket yeteneginin olup olmadiginin ortaya
cikarilmas1 amaciyla yapilan bir testtir. Bu amacla bu testte hareketlilik nitrat
ortami1 kullanilmistir. MRS agar ve M 17 agarl1 besiyerlerinde gelistirilen taze LAB
kiiltiiri 6rneginden igne uclu 6ze yardimiyla 6rnek alinip, dik dondurulmus
hareketlilik nitrat ortami bulunan besiyerine batirma ekim teknigiyle ekimi

yapimistir. %5 CO2 ortaminda 37°C’de 48 sa inkiibasyon sonrasinda ekim
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cevresindeki iiremenin olup olmadig1 ve de tiipiin alt ylizeyinde ya da iist yiizeyinde

var olan lireme gozlemlenip sonuglar kaydedilmistir (Banerjee ve Sarkar, 2003).
2.2.2.5. Farkh sicakliklarda gelisim

Elde edilen bakteri izolatlarinin farkli sicakliklarda gelisimlerinin olup
olmadigint belirlemek amaciyla canlandirilmast yapilmis taze LAB Kkiiltiir
orneklerinden MRS agar ve M17 agara ekim yapilmistir. Petriler 4°C, 15°C ve
45°C’de 2 — 7 giin siireyle inkiibasyona birakilmigtir. inkiibasyon sonrasinda,

petrilerde tireme olup olmadigi degerlendirilip, sonuglar kaydedilmistir (Holt ve
ark., 2000).

2.2.2.6. Farkh tuz konsantrasyonlarinda gelisim

Elde edilen bakteri izolatlarinin farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisimlerinin
olup olmadigini belirlemek amaciyla 18 — 24 saatlik LAB kiiltiir 6rneginden %6,
%7,5 ve %10 tuz igeren MRS agarli besiyerine ekimleri yapilmistir. Ekimleri
yapilan petriler 2 — 7 giin siireyle %5 CO2 ortaminda 37°C’de inkiibasyona
birakilmigtir.  Inkiibasyon sonrasinda, petrilerde iireme olup olmadig

degerlendirilip, sonuclar kaydedilmistir (Holt ve ark., 2000).
2.2.2.7. Farkh pH’larda gelisim

Bakteri izolatlarinin yiliksek asidik ya da yiliksek bazik ortamda gelisip
gelismediginin belirlenmesi amaciyla, IM HCI ve 1M NaOH ile pH’s1 3,9 ve 9,6’ya
ayarlanan MRS agarli besiyerlerine, 18 — 24 saatlik LAB kiiltiiriinden, tiiplere
ekimleri yapilmistir. Tiipler, %5 COz ortaminda 37°C’de 2 — 5 giin inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda bulaniklik goriilen kiiltiirler pozitif, bulaniklik
goriilmeyen kiiltiirler ise negatif olarak degerlendirilmistir. Negatif kontrol olarak

ise ekim yapilmamus tiipler kullanilmistir (Holt ve ark., 2000).
2.2.2.8. Hidrojen siilfiir olusumu

LAB izolatlarinin, sekerleri fermantasyonu sonucu gaz ve hidrojen siilfiir
(H2S) olusumunu gozlemlemek amaciyla, ti¢ sekerli (glukoz, laktoz, siikroz) —

demirli (TSI) besiyeri kullanilmigtir. Bu amagla MRS agar ve M17 agarda 48 saat

34



inkiibasyona birakilan kiiltlir 6rneklerinden igne uglu 6ze yardimiyla 6rnek alinip,
TSI bulunan tiipiin dibine batirma ekim teknigiyle, kiiltiirlerin ekimi yapilmistir.
%5 CO; ortaminda 37°C’de 48 — 96 saat inkiibasyon sonrasinda, tiiplerdeki gaz
cikisi ve renk degisimi gozlemlenmistir. Bu testte pozitif kontrol olarak Salmonella
typhimurium kiltiiri kullanilmistir. Tiiplerde siyah rengin olugmasi ortamda H2S
varligina isaret ettigi i¢in, pozitif olarak yorumlanmstir, tiipin dip kisminda
besiyerinin yukar1 dogru kalkmasi ise glukozdan gaz c¢ikisinin oldugunu
gostermektedir. Bu dogrultuda tiipler incelenmis ve sonuglar Kaydedilmistir

(Halkman, 2005).
2.2.2.9. Arjininden amonyak ( NH3) olusumu

LAB izolatlarinin arjininden amonyak olusturup olusturmadiginin
belirlenmesi amaciyla MRS agar ve M17 agarli besiyerlerinde gelistirilen bakteri
kiiltirlerinden 6rnek alinip, arjinin dihidrolaz brothlu besiyerlerine homojen
stispansiyon ekim teknigiyle ekimleri yapilip, tiiplerin kapagi sikica katilmistir. %5
CO2 ortaminda 37°C’de 7 — 9 giin inkiibasyon sonrasinda, tiiplerdeki renk
degisimleri gdzlemlenmistir. Inkiibasyon sonrasi tiipte, pembe renk gdzlenmesi
pozitif, sar1 rengin gézlenmesi negatif olarak degerlendirilmistir. Bu dogrultuda
izolatlarn tiiplerde olusturdugu renk degisimleri incelenip, sonuglar kaydedilmistir

(Papamanoli ve ark., 2003).

2.2.2.10. izolatlarin mikrotitre plaka yontemi ile biyofilm olusumlarinin

belirlenmesi biyofilm olusumlarinin belirlenmesi

Izolatlarin biyofilm olusturma derecelerinin belirlenmesi amaciyla LAB
izolatlar1, %2,5 glukoz igeren MRS broth ve M 17 brothda, diger bakteri izolatlar,
%2,5 glukoz iceren BHI brothda, maya izolatlar ise, yine %2,5 glukoz igeren
patates dekstroz brothda uygun kosullarda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda, 200puL kiiltiir 6rnegi 96’11 plakaya ekilmis 24 - 48 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonrasi plakalarin ici bosaltilip her bir kuyu, 3 kez steril
fizyolojik tuzlu su ile yikanmistir. Daha sonra kuyucuklar 200uL % 99’luk metanol
ile 15 dakika fikse edilmistir. Siire sonunda kuyucuklar bosaltilip kurumaya
birakilmistir. Sonrasinda yine her bir kuyu, 200uL %2’lik kristal viyole ile 5 dakika
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boyanmustir. Siire bittiginde kuyucuklar distile su ile yikanip, kurutulmustur. Daha
sonra yine kuyucuklar 160uL %33’lik glasiyel asetik asit ile stabilize edilip,
ELISA cihazinda 570 nm’de plaka okumasi yapilmistir ve herbir izolatin OD degeri
kaydedilmistir. Okuma sonucunda OD degerlerine gore ((OD570<0,120 (-),
OD570<0,240 (+), OD570<0,500 (++), OD570>0,500 (+++)) biyofilm olusumu
hakkinda yorum yapilmistir. Test 8 paralel, ¢ift tekrarli olarak yapilmistir
(Stepanovic, 2000).

2.2.2.11. Hemolitik aktivite tayini

Vajinadan izole edilen maya izolatlarinin hemolitik aktivite varliginin
belirlenmesi amaciyla, aktiflestirilen kiiltiirlerin kanli agarli besiyeri {izerine tek
koloni ekim teknigiyle ekimleri yapilmistir ve uygun kosullarda 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi, koloni c¢evresine beta hemolitik
aktivitenin olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla, 15181 gegiren seffaf zon varligi,
alfa hemolitik aktivitenin olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla, koyu yesil
tireme varligi, non - hemolitik aktivitenin olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla,
zon olusumunun olmamasi, sadece iiremenin olmasi goézlenmis ve sonuglar

kaydedilmistir (Luo ve ark., 2001).
2.2.2.12. Lipolitik enzim aktivitesi

Maya izolatlarinin lipolitik enzim aktivitelerinin ortaya konmasi1 amaciyla
lipolitik enzim aktivite deneyi yapilmistir. Bu amagla, maya izolatlart sabouraud
dekstroz brothda 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi
maya izolarinmn %0,85’lik fizyolojik tuzlu suda 107 kob/mL olacak sekilde
bulaniklik ayarlamalar1 yapilmistir. Bulanikligi ayarlanan maya izolatindan, tween
80 agarli besiyeri lizerine 5 pL damlatilmistir. Petriler 37°C’de 10 giin inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonrasi koloni ¢evresindeki zon olusumlar1 gdzlenmis ve

sonuclar kaydedilmistir. Deney, ¢ift paralel halinde yapilmistir (Slitkin, 2000).
2.2.2.13. Fosfolipaz enzim aktivitesi

Maya izolatlarinin fosfolipaz enzim aktivitelerinin ortaya konmasi amaciyla

fosfolipaz enzim aktivite deneyi yapilmigtir. Bu amagla, maya izolatlar1 sabouraud
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dekstroz brothda 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonras,
egg yolk agarli besiyeri iizerine maya izolatindan 5 pL damlatilmistir. Petriler
37°C’de 3 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi koloni ¢evresindeki
zon olusumlar1 gozlenmis ve sonuclar kaydedilmistir. Deney, ¢ift paralel halinde
yaptlmistir.  Presipitasyon zonunun hesaplanmasinda asagidaki  formiil

kullanilmistir (Borstt ve Fluit, 2003);

Koloni ¢ap1

Fosfolipaz aktivitesi (mm) =

Koloni c¢ap1 + Presipitasyon zonu

2.2.2.14. Laktik asit bakteri izolatlarimin API CHL 50 ile karbonhidratlari

kullanma durumlarinin belirlenmesi

API CHL 50 (bioMerieux) sistemi, karbonhidrat fermantasyonuna dayali
olarak, laktik asit bakterilerinin tiir diizeyinde tanimlanmasini saglayan bir testtir.
Test, hazir olarak bulunan kitler aracilifiyla yonetici talimatlart dogrultusunda
gerceklestirilmekte ve mikroorganizmalar kullandiklar1 karbonhidrat kaynaklarina
gore siniflandirilmaktadir. APl CHL 50 testinde gliserol, eritritol, D—arabinoz, L-
arabinoz, riboz, D-ksiloz, L-ksiloz, adonitol, inositol, galaktoz, glukoz, fruktoz,
mannoz, sorboz, ramnoz, dulsitol, salisin, sellobioz, maltoz, laktoz, melibioz,
sukroz, trehaloz, inulin, melezitose, rafinoz, nisasta, glikojen, ksilitol, gentiobiose,
D-turanoz, D- lyxose, D-tagatoz, eskulin, a-metil-D-mannosid, a-metil-Dglukozid,
N-asetil-glukozamin, amigidalin, arbutin, D-arabitol, L-arabitol, glukonat, 2-keto-
glukonat, 5-keto glukonat, mannitol, sorbitol, D- fukoz, L-fukoz, b-metil- D-

ksilosid iceren kuyucuklara, mikroorganizma 6rnegi ekilmektedir (Yigit, 2009).

Bu amagcla, MRS agarli besiyeri ortaminda %5 CO: ortaminda 37°C’de 48
saat inklibasyona birakilan kiiltiirlerden, ekiivyon yardimiyla 2 mL’lik API
stispansiyon ortamina aktarilmistir ve sonrasinda, Biomerieux Mc. Farland 2
bulanikligini elde edebilmek i¢in 5 mL’lik API siispansiyon ortaminda elde edilen

bulaniklifin miktar1 tespit edilmistir. Daha sonra 10 mL ‘lik API CHL 50
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slispansiyon ortamina, tespit edilen miktarin 2 kati, steril pastor pipetiyle
damlatilmigtir. Elde edilen siispansiyon iyice vortekslendikten sonra, kuyucuklarda
seker igeren kitlere aktarilmistir. Sonrasinda kuyucuklarin iizeri mineral yag ile
kaplanip, 37°C’de %5 CO2 ortaminda inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun 24.
ve 48. saatlerinde kuyucuklarda meydana gelen renk degisimleri kaydedilmistir.
Koyu mavi renkte olan kuyucuklarin sar1 renge dénmesi pozitif, degismeden
kalmas1 negatif olarak degerlendirilmistir. izolatlarin renk degisim sonuclari
kaydedildikten sonra, yonetici firma tarafindan optimize edilmis veri tabanina

girilerek, % oranda tiir tayinleri elde edilmistir.

2.2.2.15. Laktik asit bakteri izolatlarimin 16S rRNA dizi analizi ile genotipik

karakterizasyonlarinin belirlenmesi

Segilen LAB izolatlarinin tanimlanmasi amaciyla 16s rRNA dizi analizi
yapilmistir. Izolatlarin genomik DNA’s1 GeneJET genomik DNA saflagtirma kiti
(ThermoFischer Scientific) kullanilarak saflagtirilmistir. Bu amagcla asagida yer

alan kit protokolii kullanilmistir.

- 24 saatlik taze kiltiir 5000 x g’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant
atilmastir.

- Pelet 180 pL liziz tamponunda (20 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, %1,2
Triton X-100, 20 mg/mL lizozim, pH: 8.0) resiispanse edildikten sonra
37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.

- 200 pL liziz soliisyonu ve 20 pL Proteinaz K eklenmis ve vortekslenmistir.
Homojen bir siispansiyon elde edildikten sonra 56°C’de 30 dakika inkiibe
edilmistir.

- 20 pL RNase A soliisyonu eklenmis, vortekslenerek karistirildiktan sonra
10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

- 400 uL %50 etanol eklenmis ve vortekslenmistir.

- Lizat kolona transfer edilmis ve 6000 x g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.
Koleksiyon tiiptindeki s1vi uzaklastirilmistir.

- 500 pL yikama soliisyonu I eklenmis ve 8000 x g’de 1 dakika santrifiij

edilmistir. Koleksiyon tiipiindeki s1ivi uzaklastirilmstir.
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- 500 uL yikama soliisyonu II eklenmis ve 3 dakika 12000 x g’de santrifiij
edilmistir.

- 50 uL eliisyon tamponu kolonun merkezine eklenmis, 2 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra 8000 x g’de 1 dakika santrifiij
edilmistir.

- Elde edilen DNA -20°C’de saklanmistir

(www.thermoscientific.com/onebio).

Elde edilen genomik DNA, kalip DNA olarak kullanilarak 16S rRNA gen
bolgesi icin PCR kurulmustur. Bu amagla 27F S'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3' ve 1492R 5'-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3" evrensel primerleri  kullanilmistir.
Reaksiyon bilesenleri olarak, 10X TaqBuffer (+KCI-MgCl,), 2,5 uL; 25 mM
MgCly, 2,5 uL; 2,5 mM dNTP mix, 2,5 uL; 2,5 mM 27F primer, 2,5 uL; 2,5 mM
1492R primer 2,5 pL; Taqg polimeraz (5 u/uL), 0,25 pL; niikleaz igermeyen distile
su, 11,75 uL; kalip DNA, 1 pL kullanilmistir. PCR igleminde, 6n denatiirasyon
basamagi 94°C’de 3 dak.; denatiirasyon basamagi 94°C’de 30 sn., baglanma
basamagi 55°C’de 1 dak., uzama basamagi 72°C’de 2 dak., 35 dongii; son uzama

basamagi ise 72°C’de 5 dak. olarak yapilmustir.

Reaksiyon sonucunda elde edilen PCR fiiriinii %1°lik agaroz jelde kontrol
edilmistir. Elde edilen yaklasik 1400 baz ¢iftlik bolgenin dizi analizinde 1492R ve
907R (5'-CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3") primerleri kullanilmistir (Doi ve
ark., 2013). izolatlarin dizi analizleri, MEDSANTEK Laboratuvar Malzemeleri

Sanayi ve Ticaret Limited Sirketi tarafindan yapilmistir.
2.2.2.16. Diger bakteri izolatlarinin VITEK Il ile tammlanmalar:

Izole edilen Gram pozitif katalaz pozitif bakteri izolatlar1 VITEK II cihaz1
kullanilarak tanimlanmistir. Bu amacgla tanimlanacak kiiltiirler, BHI agarli
besiyerinde 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda PBS bulunan
tiiplerde bulaniklik ayar1 yapilmistir. Gram pozitif kok bakteriler, Gram pozitif kok

tanimlama kartlariyla, Gram pozitif basil bakteriler ise, Gram pozitif basil
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tanimlama kartlariyla tanimlanmistir. Test sonucunda bakteri izolatlar1 % oranda

tiir dlizeyinde tanimlanmis ve sonuglar kaydedilmistir.

2.2.2.17. Maya izolatlarinin MALDI — TOF Kiitle Spektrometre Teknigi’yle

tanimlanmasi

MALDI — TOF kiitle spektrometre teknigi, mikroorganizmalarin 2 dakika
gibi hizli bir siirede tanimlanmasini saglamaktadir. Bu islem mikroorganizmanin
protein yliklerine bagli ayrima giderek identifikasyonunu gerceklestirmektedir. Bu

amagla, maya izolatlarimizin tanimlanmalar1 bu teknik kullanilarak yapilmistir.

Bu islemde, patates dekstroz agarda aktif hale getirilen maya izolatindan
koloni 6rnegi alinip, 48 pozisyonlu plaga ekilmistir. Plak yiizeyine 0.3uL matriks
soliisyonu eklenmistir. Cihazda, mikroorganizmanin saglam protein iyonizasyonu
ve molekiiler agirlik 6l¢limiini yapmasiyla elde edilen sonug, veritabani ile
karsilagtirilarak, mikroorganizmanin tanimlanmast esasina dayanmaktadir.
Calismanin bu kismi, BioMérieux Diagnostik Anonim Sirketi tarafindan

yapilmistir.
2.2.3. LAB izolatlarinin metabolik iiriinlerinin belirlenmesi

Laktik asit ve hidrojen peroksit iiretimi, probiyotik 6zelligin belirlenmesinde
biiyiik bir 5nem arz etmektedir. Bu amagla, vajinadan izole edilen LAB izolatlarinin

laktik asit ve hidrojen peroksit miktar tayinleri yapilmistir.
2.2.3.1. Laktik asit iiretiminin tayini

LAB izolatlart MRS broth ortaminda 37°C’de %5 CO2 ortaminda 48 saat
inkiibasyona brrakilmistir. Inkiibasyon sonrasi yine MRS broth ortamma %]1°lik

ekimleri yapilip tekrar inkiibe edilmislerdir.

Taze LAB kiiltiiriinden 1 mL temiz bir erlene alinip, 99 mL steril distile su
ile 100 mL’ye tamamlanmstir. Uzerine 2-3 damla fenol fitalein indikatdrii
damlatilarak 0,1 M NaOH ¢ozeltisi ile titrasyonlar1 yapilmistir. Harcanan NaOH
miktarlart kaydedilmistir. Kiiltiirlerin tUrettigi asit, titre edilebilir ylizde asitlik

olarak hesaplanmistir. Asagida yer alan formiil kullanilarak bakterilerin tirettigi
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laktik asit miktarlar1 hesaplanmistir. Calisma ¢ift paralel halinde yapilmigtir
(Demirci ve Glindiiz, 1994).

% Asitlik: Harcanan 0,1 N NaOH (mL) x 0,9/mL
2.2.3.2. Hidrojen peroksit iiretiminin tayini

LAB izolatlart MRS broth ortaminda 37°C ‘de %5 CO2 ortaminda 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi yine 5 mL MRS broth ortamina

%1°lik ekimleri yapilip tekrar inkiibe edilmislerdir.

Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiirlerin {izerlerine 5 mL distile su eklenmis ve
kiiltiirler 5000 rpm.’de 15 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi iistte
olusan berrak sivi alinmis ve Whatman 42 no.’lu filtre kagidindan siiziilmiistiir.

Siizme isleminden sonra elde edilen filtratin 4 mL’si ayr1 bir tiipe alinmigtir.

Alinan bu filtratin {izerine sirasi ile 0,5 mL siilflirik asit, 0,5 mL amonyum
molibden ve 0,5 mL potasyum iyodiir ¢ozeltisi ilave edilmis, her kimyasal
ilavesinden sonra drnekler vorteks yardimu ile iyice karistirilmistir. Tiim bu islemler
gerceklestirildikten sonra elde edilen sivinin 350 nm dalga boyunda
spektrofotometrede (Shimadzu, UV - 1800) optik yogunluklart belirlenmistir. Elde
edilen optik yogunluk (OD) degerleri; daha dnceden hazirlanan, standart egriye
gore pg/mL cinsinden hesaplanmistir. Calisma, ¢ift paralel olarak yapilmistir.
Calisgma swrasinda her oOrnek icin 3 okuma yapilip, standart sapmalar

hesaplanmustir.

Hidrojen peroksit tayininde kullanilan standart egrinin olusturulabilmesi i¢in;
0,1 mL saf (%35) hidrojen peroksit alinip distile su ilavesi ile 30 mL’ye
tamamlanmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiden 1 ml baska bir erlene alinmis ve tekrar
distile su ile 30 mL’ye tamamlanarak standart ¢ozelti hazirlanmistir. Elde edilen
¢ozelti bir izolat gibi diisliniiliip, izolatlar i¢in uygulanan iglemler bire bir standart
¢ozeltiye de uygulanmis bu sayede hidrojen peroksit standart egrisi ¢ikarilmstir.
Standart egriden 1 ug/mL hidrojen peroksite karsilik gelen hidrojen peroksit degeri
hesaplanmis ve bu sayede izolatlarin okunan degerleri standart ile kiyaslanarak

pg/mL cinsine ¢evrilmistir (Mumcu, 1997; Dinger, 2007).
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2.2.3.3. Proteolitik aktivite tayini

Proteolitik aktivite tayininde, olusan aminoasitlere es deger tirosin aminoasidi
temel alinmistir. Izolatlar MRS broth ortaminda 37°C ‘de %5 CO2 kosullarinda
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi kiiltiirlerin 5 mL yagsiz siit s1v1 besiyeri
ortamina %1’ lik ekimleri yapilarak 48 saat inkiibasyona birakilmislardir. Calisma
cift paralel olarak ger¢eklestirilmistir.

Kiiltiirlerin tizerine 1 mL distile su, daha sonra 10 mL 0,72 N trikloro asetik
asit (TCA) ilave edilmis ve ornekler iyice karistirilarak oda sicakliginda 10 dakika
stireyle bekletilmistir. Siire sonunda 6rnekler, Whatman 1 nolu filtre kdgidindan
gegirilerek siizlilmiislerdir. Olusan siiziintiiden 2,5 mL ayr bir tiip icersine alinip
ve lizerine 5 mL Na;COs3.NasP207 cozeltisinden konularak iyice galkalanmustir.
Daha sonra iizerlerine 1,5 mL Fenol ayiract konarak koyu mavi bir renk olusuncaya
kadar calkalanmistir. Renk olusumunun gbézlemlenmesinden sonra drnekler 8000
rpm’ de 15 dakika stireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant kisim
alinarak 650 nm dalga boyunda spektrofotometrede 3 kez okutulmus ve degerler
kaydedilmistir. Elde edilen degerler proteolitik aktivite i¢in ¢ikarilan standart
egriye gore, ug / mL cinsinden degerlendirilmistir (Aslim, 1994).

Bu tayinde standart egri olusturmak icin tirosin aminoasidi kullanilmistir.
Icerisinde 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 diisiiniiliip, izolatlar i¢in uygulanan islemler
cozeltilere de uygulanmistir ve yine 650 nm dalga boyunda spektrofotometrik
Olctimleri yapilmistir. Daha sonra elde edilen OD degerleri grafik iizerine

yerlestirilerek standart egri olusturulmustur (Aslim, 1994).
2.2.4. LAB izolatlarinin probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi
2.2.4.1. LAB izolatlarinin antibiyotik duyarhliklarinin belirlenmesi

LAB izolatlarinin, ¢esitli antibiyotiklere karst duyarliliklarint belirlemek
amaciyla Kirby - Bauer Disk Difiizyon Yontemi kullanilmistir. Kullanilacak
antibiyotiklerin se¢iminde literatiir goz Oniinde bulundurulmustur. Bunun

sonrasinda, ampisilin, eritromisin, gentamisin, klindamisin, metisilin,
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metronidazol, okzasilin, penisilin, sefalotin, siilfometoksazol + trimetoprim,

tetrasiklin ve vankomisin olmak tizere toplam 12 antibiyotik test edilmistir.

LAB izolatlarinin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi amaciyla MRS
agar besiyerinde 48 saat gelistirilmis olan LAB’leri, %0,85’lik fizyolojik tuzlu su
icerisinde Mc Farland 0,5 (108 kob/mL) bulanikliga ayarlanmistir. Hazirlanan
mikrobiyal siispansiyondan Mueller Hinton agarli besiyeri tizerine ekiivyonla tiim
yiizeye ekim yapilmigtir. Ekim yapilan petriler 15 dakika kurumasi amaciyla
bekletilmistir. Siire sonunda, aseptik kosullarda pens yardimiyla antibiyotik diskleri
alinip, petri ylizeyine yerlestirilmistir. Petri ylizeyine yerlestirirken, diskin petri
kenarindan 1,5 cm ilerde ve her bir disk arasinda 2 cm bosluk olmasina dikkat
edilmistir. Ayrica, her bir petriye maksimum 5 antibiyotik diski yerlestirilmistir.
Disklerin yerlestirilmesi sonrasinda petriler 15 dakika bekletildikten sonra, 24 — 48
saat uygun kosullarda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda, disklerin
cevresinde olusan zon c¢aplar1 cetvelle Olgiilerek kaydedilmis ve sonuglar
degerlendirilmistir. Deney, cift paralel olarak yapilmistir (Kaevnopparat ve ark.,
2013).

2.2.4.2. Antifungal aktivite tayini

Bu ¢alismada LAB izolatlarinin, yine vajinadan izole edilen ve tanimlanan 18
Candida izolatina (C. albicans, C. glabrata ve C. tropicalis) kars1 antimikrobiyal
aktivite varlig1, agar damlatma teknigiyle arastirilmistir. Bu amagla, LAB’leri MRS
ve M17 broth ortaminda 48 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi
MRS ve M17 broth ortamina %1’lik ekimleri yapilip tekrar inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda LAB’lerinin %0,85’lik fizyolojik tuzlu suda
0.5 McFarland bulanikligina gore ayarlamalar1 yapilmistir. Bulanikligi ayarlanan
LAB o6rneginden 5 pL, glukoz igeren Mueller Hinton yumusak agarli besiyeri
tizerine damlatilmistir. 1 petri yiizeyine 8 bakteri ekimi yapilmistir. 30 dakika
petriler oda sicakliginda bekletildikten sonra 37°C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi, PDB broth ortaminda uygun kosullarda
gelistirilen Candida izolatlarinin %0,85’lik fizyolojik tuzlu su ortaminda 0.5
McFarland bulanikligina gore ayarlamalari yapilmistir. Bulanikligi ayarlanan

Candida izolatlarindan patates dekstroz yumusak agara inokiilasyonu yapilmuistir.
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Yumusak agar iyice karigtirildiktan sonra, LAB’lerinin bulundugu petrilerin
yiizeyine yavasca 7 mL dokiilmiistiir. Agarin donmasi beklendikten sonra petriler
37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi, LAB’lerinin
etrafinda olusan zonlar gézlemlenmis ve zon caplar1 Olgiilerek kaydedilmistir

(Pascual ve ark., 2008). Deney c¢ift paralel olarak yapilmustir.
2.2.4.3. Antibakteriyal aktivite tayini

Bu ¢alismada vajinadan izole edilen LAB izolatlarinin, yine vajinadan izole
edilen ve tanimlanan 13 patojene kars1 antimikrobiyal aktivite varligi, agar difiizyon
yontemiyle arastirilmistir. Bu amagla, LAB’leri MRS ve M17 broth ortaminda 48
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrast MRS ve M17 broth ortamina
%1°lik ekimleri yapilip tekrar inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
LAB’leri 5000 rpm.’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant
kisimlart 0.22um’lik membran filtrelerden gegirilmistir. Patojen bakteri izolatlar
ise BHI broth ortaminda aktiflestirilmistir. Aktif kiilttirlerin, %0,85’lik fizyolojik
tuzlu suda 0,5 McFarland bulanikligina gore ayarlamalart yapilmistir. Bulaniklig
ayarlanan patojen kiiltiirden 0,5 mL kiiltiir 6rnegi alinip, 20 mL Mueller Hinton
agar iceren sicak su banyosunda bekletilen agar igine eklenip, 1yice karistirilip,
dokme plak yontemiyle petrilere dokiilmiis ve agarin donmasi beklenmistir. Donan
petrilerin yiizeyine steril mantar deliciyle kuyucuklar acilmistir. Agilan her
kuyucuga LAB siipernatantindan 100 pL eklenmis ve aerob ortamda 37°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Testin sonucu, filtratlarin etrafinda zon olusup
olusmamasina gore + veya - biciminde degerlendirilmistir (Bhunia ve ark., 1988;
Ryan ve ark., 1996; Choi ve ark., 1999; Zhu ve ark., 2000). Deney ¢ift paralel olarak
yapilmistir.

Ayrica, antibakteriyal aktivitenin laktik asit bakterilerinin olusturduklar
laktik asitten kaynaklanip kaynaklanmadiginin belirlenmesi icin, hazirlanan
filtratlarin pH degerleri pH 5,5’e ayarlanarak, antibakteriyal aktivite tespiti agar
difiizyon yontemi ile arastirilmistir. Testin sonucu, filtratlarin etrafinda zon olusup
olugsmamasina gore + veya - biciminde degerlendirilmistir (Bhunia ve ark., 1988;
Ryan ve ark., 1996; Choi ve ark., 1999; Zhu ve ark., 2000). Deney ¢ift paralel olarak
yapilmustir.
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2.2.4.4. Antibakteriyal aktiviteye bazi enzimlerin etKisi

Laktik asit bakterilerinin antibakteriyal aktivite gdsteren maddelerinin protein
karakterinde bir madde olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla proteinaz K enzimi,
antibakteriyal etkinin hidrojen peroksit aracili olup olmadiginin belirlenmesi

amaciyla ise, katalaz enzimi kullanilarak antibakteriyal etki arastirilmustir.

Proteinaz K enzimi, pH’s1 7,5 olan 0,05 M sodyum fosfat i¢inde ¢oziildiikten
sonra, boliim 2.2.4.3’te anlatildigi gibi hazirlanan filtratlara 1mg/mL olacak sekilde
eklenmistir. Daha sonra inkiibatorde 4 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasi, proteinaz K eklenmis filtratlarin antibakteriyal aktivite tespiti bolim
2.2.4.3’te anlatildigi sekilde agar difiizyon yontemi ile arastirilmistir. Testin
sonucu, filtratlarin etrafinda zon olusup olusmamasina gore + veya - biciminde
degerlendirilmistir (Bhunia ve ark., 1988; Ryan ve ark., 1996; Choi ve ark., 1999;
Zhu ve ark., 2000). Deney cift paralel olarak yapilmistir.

Katalaz enzimi, boliim 2.2.4.3’te anlatildig1 gibi hazirlanan filtratlara Spg/mL
olacak sekilde eklenmistir. Daha sonra filtratlar, inkiibatorde 4 saat inkiibasyona
birakilmustir. inkiibasyon sonrasi, katalaz enzimi eklenmis filtratlarin antibakteriyal
aktivite tespiti boliim 2.2.4.3’te anlatildig1 sekilde agar difiizyon yontemi ile
aragtirtlmistir. Testin sonucu, filtratlarin etrafinda zon olusup olusmamasina gore +
veya - biciminde degerlendirilmistir (Bhunia ve ark., 1988; Ryan ve ark., 1996;
Choi ve ark., 1999; Zhu ve ark., 2000). Deney cift paralel olarak yapilmistir.

2.2.4.5. Otoagregasyon

Bu test, LAB’lerinin otoagregasyon yeteneginin olup olmadiginin
arasgtirtlmas1 amaciyla yapilmigtir. Bu amagla LAB izolatlar1 37°C’de %5 CO:2
ortaminda 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonras1 pH’s1 6,2 olan
PBS (phosphate buffer saline)’te final konsantrasyonu 108 kob/mL’ye
ayarlanmistir. Daha sonra, mikrobiyal siispansiyon lam {izerine damlatilip, 151k
mikroskobunda 100°liik objektifte gdzlem yapilmistir. Hiicreler 2 dakika igerisinde
agrege olurlarsa, otoagregasyon test sonucu pozitif olarak kabul edilmistir. Pozitif

degerler, bakterilerin agregasyon hizina bagl olarak diistik (+), orta (++) ve yiiksek
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(+++) olarak siniflandirilmistir. Elde edilen sonuglar kaydedilmistir (Pascual ve
ark., 2008).

2.2.4.6. Koagregasyon

Koagregasyon testi, LAB izolatlarinin patojen bir bakteri Ornegiyle
agregasyon yapip yapmadiginin ortaya konulmasi amaciyla yapilmistir. Bu amagla
E. coli ATCC 25922 susu, test mikroorganizmasi olarak kullanilmistir. Testte, LAB
izolatlar1 anaerobik kosullarda 37°C’de 48 saat, E. coli ATCC 25922 ise BHI
brothda 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi, PBS i¢inde
10°kob/mL’a ayarli LAB’si ile, yine PBS iginde 10° kob/mL’a ayarli E. coli ATCC
25922 bakterisi ayr1 bir tiipe alinip, tiip vorteksle 15 saniye karistirilmistir. Daha
sonra 24 kuyucuklu plakalarda her iki bakteri 6rnegi ekilip, 37 °C’de 4 sa hafifce
karistirilarak inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda preparat hazirlanip, gram
boyama yapilarak preparatlarin mikroskopta incelenmeleri yapilmistir. E. coli
ATCC 25922 ile koagregasyon yapan LAB’leri kaydedilmistir (Pascual ve ark.,
2008).

2.2.4.7. Hidrofobisite

LAB’lerinin hidrofobisite yeteneklerinin arastirilmasi amaciyla, test edilecek
LAB izolatlart MRS siv1 besiyeri igeren tiiplerde 37°C’de %5 CO2’li ortamda 24
saat siireyle inkiibasyona birakilarak aktif hale getirilmistir. Inkiibasyon sonrasi
kiiltiirler, 12.000 g 5°C’de 5 dak. siireyle santrifiij edilerek 0,05 M KoHPO4 (pH:
6,5) tamponuyla 2 kez yikanmis ve en son ayni tamponda ¢ozdiiriilmiistiir ve hiicre
stispansiyonu A560 nm’de yaklasik olarak 1,0 olacak sekilde ayarlanmistir. Elde
edilen karisimdan 3 mL ayr1 bir falkona alindiktan sonra tlizerine 0,6 mL n-
hexadecane ilave edilerek 120 saniye siireyle vortekslenmistir. Vorteksleme iglemi
tamamlandiktan sonra orneklerde iistte berrak bir sivi olacak sekilde iki ayr1 faz
gozlenmistir. Ust faz pipet yardimiyla alindiktan sonra AS560 nm’de

spektrofotometrik dl¢timleri yapilmistir (Vinderola ve Reinheimer, 2003).
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Hidrofobisite agsagidaki formiile gére hesaplanmaistir:
%= (Ao-A)Aox100
Ao: ik absorbans degeri
A: Son absorbans degeri
2.2.4.8. Asit direncinin belirlenmesi

LAB izolatlar1 5SmL MRS brothda, 37°C’de %5 CO; ortaminda 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi yine 5 mL MRS broth ortamina

%71°lik ekimleri yapilip tekrar inkiibe edilmislerdir.

Inkiibasyon sonrasi, 1mol/L HCI yardimi ile pH’s1 2 ve 3’e ayarlanmig MRS
broth ortamina bakteri ekimleri gerceklestirilmistir. Kontrol grubu olarak pH’s1
7,2’ye ayarlt MRS broth kullanilmistir. Sonrasinda, 0. saatte ve 1., 2., ve 3. saatin
sonunda drnekler alinmis ve seri dillisyonlar yapilarak MRS agar iceren petrilere
10pnL ekim yapilmistir. Ekimi yapilan petriler, 37°C’de %5 CO2 ortaminda 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun sonunda kontrol ve test gruplarindaki

koloniler sayilip, kob/mL cinsinden degerler hesaplanmistir (Claire ve ark., 2006).
2.2.4.9. Safra tuzu direncinin belirlenmesi

LAB izolatlar1 SmL MRS brothda, 37°C’de %5 CO; ortaminda 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonras1 yine 5 mL MRS broth ortamia
%1’lik ekimleri yapilip 4 saat 37°C ‘de %5 CO: ortaminda tekrar inkiibe

edilmislerdir.

Inkiibasyon sonras1, %0,1 ve %0,03 safra tuzu iceren MRS broth ortamina
bakteri ekimleri gercgeklestirilmistir. Kontrol grubu olarak sadece MRS broth
kullanilmistir. Sonrasinda, 0. saatte ve 1., 2., 3. ve 4. saatin sonunda Ornekler
alinmis ve seri diliisyonlar yapilarak MRS agar igeren petrilere 10puL ekim
yapilmistir. Ekimi yapilan petriler, 37°C’de %5 CO2 ortaminda 48 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyonun sonunda kontrol ve test gruplarindaki koloniler sayilip,

kob/mL cinsinden degerler hesaplanmistir (Pereira ve Gibson, 2002b).
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2.2.5. Laktik asit bakteri izolatlarindan ekzopolisakkarit izolasyonu

Hicre kiiltiirii deneylerinde kullanilmak {izere, LAB izolatlarindan EPS
izolasyonu yapilmistir. Bu amagla, hidrojen peroksit ve laktik asit tiretim miktarlari

yiiksek 2 izolat (E. faecalis 3M2 ve E. faecalis 8M10) se¢ilmistir.

EPS eldesi i¢in LAB’leri, M17 brothlu besiyerlerinde gelistirildikten sonra,
%20 glukoz igeren M17 brothlu besiyerlerine %1°lik ekimleri yapilmistir. 37°C’de
%5 CO» ortaminda 48 saat inkiibasyon sonrasinda, kiiltiirler 15.000 g’de 15 dakika
santrifiij edilmistir. Santriflij sonrasi siipernatant {izerine %4 TCA (trikloro asetik
asit) eklenip, iyice karistirthip, 1 gece + 4°C’de bekletilmistir. Ertesi giin 6rnek
15.000 g’de 30 dakika santriflij edilmistir. Santrijiij sonrasi, siipernatant tizerine 1/1
oraninda soguk etil alkol eklenip, iyice karistirildiktan sonra yine 1 gece + 4 °C’de
bekletilmistir. Ertesi giin 6rnek, 15.000 g’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Pelet
lizerine sicak ultra saf su eklenip, elde edilen iiriin temiz bir falkonda toplanip iyice
vortekslenmistir. Sonrasinda, temiz bir ependorfun darasi1 alindiktan sonra,
ependorfa 0,5 mL EPS 6rnegi konmustur ve sivinin ugmast beklenmistir. EPS
ornegi iyice kurudugunda tartim yapilip, mL’deki EPS miktar1 hesaplanmistir. Elde
edilen EPS Orneginin, hiicre kiiltiirinde kullanilmak {izere 110°C’de 15 dakika
otoklavda sterilizasyonu yapildiktan sonra kullanilincaya kadar +4°C’de

saklanmistir (Dubois ve ark., 1956).

2.2.6. LAB’lerinden izole edilen EPS’lerin sitotoksik aktivitelerinin

belirlenmesi

2.2.6.1. HelL a hiicre hatt1 (insan epitelyal karsinoma hiicreleri — insan servikal

kanser hiicreleri)

[k defa 1951 yilinda Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Baltimore’da rahim
agz1 kanseri nedeniyle takip edilen Afrika kokenli Amerikali bir hastanin kanser
dokularinin, laboratuvarda kiiltiirii basarilabilmistir. Henrietta Lack adindaki hasta,
kanserin yayilmasi sonucu 6lmiis ancak 6liimsiiz hiicrelerinin kiiltiirii adina atfen
HelLa adi ile diinya genelindeki laboratuvarlara talep nedeniyle dagitilmistir
(Akgali, 2010). Boylece HeLa hiicreleri, ilk kez laboratuvar ortaminda siirekli

kiiltiire edilebilecek insan hiicreleri olmustur. (Jones, 1997). HelLa hiicrelerinin
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dublikasyon siiresi yaklasik 23 saat olup, bulundugu kiiltiirdeki diger hiicre hatlarini
kolayca kontamine edebilmekte ve diger hiicre hatlarina oranla oldukg¢a hizli

prolifere olmaktadir (Onder, N. I., 2013).

HelLa hiicreleri vajina ve servikse uygulanan kemoterapotik ajanlarin
etkisinin arastirilmasi amaciyla yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Shiraishi ve
ark., 2005). Ayrica bu hiicreler, in vitro calismalarda probiyotik bakterilerin
vajinaya baglanmasi amaciyla da kullanilmaktadir (dakis ve ark., 2000).

Hiicre stoklarimizda bulunan HeLa hiicre dizileri bu ¢calismada kullanilmistir.
HeLa hiicreleri inaktif hale getirilmis %10’luk Fetal Bovine Serum iceren DMEM
ve %1 (v/v) Penisilin — Streptomisin igeren besiyerinin bulundugu 25 cm?lik
flasklarda %95 hava ve % 5CO2’li gaz ortaminda, 37°C’deki CO2 inkiibatoriinde
(Heraus) Kkiiltiire edilmistir. Cogaltilan hiicrelerin bir kismi stoklanarak tez

caligmasinin sonraki deneyleri i¢in depolanmustir.
2.2.6.2. HUVEC (insan gobek kordonu endotel hiicresi) hiicre hatti

In vitro olarak kiiltiire edilen insan gobek kordonu endotel hiicreleri
(HUVEC), bir¢cok avantaja sahip olmasi nedeniyle, biyofarmasotik endiistri ve
preklinik testler olmak {izere birtakim deneysel ¢alismalarda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. HUVEC hiicreleri, insan orjinli 6liimstizlestirilmemis hiicrelerdir

(Jimenez ve ark., 2013).

Hiicre stoklarimizda bulunan HUVEC (Insan gébek kordonu endotel hiicresi)
hiicre dizileri bu c¢alismada kullanilmistir. HUVEC hiicreleri ise; inaktif hale
getirilmis %20’luk Fetal Bovine Serum igeren Ham’s F12 (F12 nutrient mixture),
%1 (v/v) Penisilin — Streptomisin, endotelial cell growth supplement ve heparin
(0,03 g/L) iceren besiyerinin bulundugu 75 cm?’lik flasklarda %95 hava ve %5
CO’li gaz ortaminda, 37°C’deki CO- inkiibatoriinde (Heraus) kiiltiire edilmistir.
Cogaltilan hiicrelerin bir kismi1 stoklanarak tez ¢alismasinin sonraki deneyleri i¢in

depolanmastir.
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2.2.6.3. HeLa ve HUVEC hiicrelerinin Kiiltiir ortaminda cogaltilmasi ve

deneylere hazirlanmasi
Stoktan hiicre cikarilmasi

Azot tankindan (-196°C) ¢ikarilan HeLa ve HUVEC hiicrelerini igeren
vialler, hizla eritildikten sonra, iginde 7 mL soguk besiyeri bulunan santrifiij
tiiplerine aktarilmistir. Santrifiij tiipleri, 1200 rpm’de 5 dak. santrifiij edilmistir.
Stipernatant kisim dikkatlice ¢ekildikten sonra tiipiin dibine birkag kez elle vurarak
peletin dagitilmast saglanmigtir. Daha sonra pelet tizerine 6 mL besiyeri
eklenmistir. Elde edilen besiyeri-hiicre karisim1 otomatik pipet yardimiyla, santrifiij
tiipiinden alinarak, 25 cm?’lik hiicre kiiltiir kaplarma (flasklara) aktarilmis ve

37°C’de, %5 COz igeren inkiibatérde, inkiibasyona birakilmistir.
HelLa ve HUVEC hiicre dizilerinin pasajlanmasi

Hiicre kiiltiir kabinda en az %70 oraninda hiicre ¢ogalmasi meydana
geldiginde pasajlama islemi yapilmistir. Bunun i¢in flask i¢indeki kullanilmis hiicre
besiyeri cam pastor pipeti yardimiyla atilmis ve kiiltiir kabina yapismis olan
hiicreler, oncelikle PBS yardimiyla, sonra PBS-EDTA ile yikanmistir. Hiicrenin
yogunluguna bagh olarak, 25 cm?’lik hiicre kiiltiir kab1 igin 200 - 250 pL, 25 cm?’lik
hiicre kiiltiir kabi i¢in 600 - 750 pL 1x tripsin PBS-EDTA konmus, bir iki dakika
inkiibatorde bekletilerek hiicrelerin yapistiklart flasktan kalkmalari saglanmstir.
Daha sonra invert mikroskopta hiicreler kontrol edilerek ayrilma gozlenince, elle
flask kenarma birka¢ kez vurularak hiicrelerin ayrilmasi saglanmistir. Tripsinin
etkisini nétralize etmek icin, kalkan hiicrelerin iizerine, hiicre kiiltiir kabinin
biiyiikliigiine gore 25 cm?’lik igin 6 mL besiyeri, 75 cm?’lik i¢in ise 17 mL besiyeri
eklenmis ve pipetleme yapilmistir. Santrifiij tiiplinde homojen olarak dagilan

hiicreler, pipet yardimiyla hiicre kiiltiir kaplarina paylastirilmistir.
HelLa ve HUVEC hiicrelerinin stoklanmast

Hiicreler, PBS ve PBS-EDTA ile yikandiktan sonra, 1x tripsin PBS-EDTA
yardimiyla kaldirilarak, santrifiij tlipli igerisine aktarilmig, 1200 rpm’de 5 dakika

santrifiij edilmistir. Santriflij sonrasinda pelet {izerine her bir kriyotiip (vial) i¢in
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850 uL hiicre besiyeri, 100 pL fetal bovin serum ve 50 pL dimetilsiilfoksit (DMSO)
cozeltisi konularak, homojen bir karisim elde edene dek pipetleme yapilmistir.
Hiicre, besiyeri, serum ve DMSO c¢ozeltisi karisimindan her bir viale 1 mL
aktarilmig ve vialler Mr. Frosty’e yerlestirilip -80°C’ye kaldirilmistir. Ertesi giin

vialler s1v1 azot tankina (-196°C) yerlestirilerek, stoklama islemi tamamlanmistir.
2.2.6.4. Test maddelerinin (EPS) dozlarmin hazirlanmasi

HeLa hiicreleri icin kullanilacak test maddeleri 20, 15, 10, 7,5, 5 ve 2,5
mg/mL diliisyonlar halindle DMEM besiyeri igerisinde 6 doz seklinde

hazirlanmastir.

HUVEC hiicreleri i¢in kullanilacak test maddeleri ise 20, 15, 10, 7,5,5ve 2,5
mg/mL dilisyonlar halinde Ham’s F12 besiyeri igerisinde 6 doz seklinde

hazirlanmustir.
2.2.6.5. Hiicrelerin test icin hazirlanmasi

Uygun kosullarda ¢ogalmaya birakilan hiicreler flask yiizeyini %70 oraninda
kapladiklart zaman 1 x tripsin PBS-EDTA ile muamele edilerek flask tabanindan
kaldirilmistir. Thoma lami1 yardimiyla 3 kez sayilarak MTT testi i¢in 96 kuyucuklu
hiicre kiiltiirii  tabakalarinin  her kuyucugunda belirlenen sayida (5.000
hiicre/100uL) hiicre olacak sekilde FBS iceren besiyerinde silispansiyon haline
getirildikten sonra 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarmma 0,1 mL hiicre
siispansiyonu aktarilmistir. Hiicrelerin yapismasi ve yeni ortama alismasi i¢in
37°C’de 24 saat inkiibe edilmislerdir. 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerin
tizerindeki besiyerleri uzaklastirilmistir. Hiicrelerin {izerine test maddelerinin
sitotoksik etkilerini belirlemek {izere, test maddelerinin istenen konsantrasyonlarini
iceren taze besiyerleri ilave edilip 24 saat 37°C’de CO: inkiibatériinde inkiibe

edilmistir.

3M2 ve 8M10 bakteri EPS’lerinin belirlenen dozlar1 hazirlanmistir. DMEM
ve Ham’s F12 besiyerleri igerisinde 20, 15, 10, 7,5, 5 ve 2,5 mg/mL’lik diliisyonlar
hazirlanmistir. EPS ultra saf suda ¢oziildiigiinden, negatif kontrol olarak en yiiksek

dozun sadece besiyeri ve ultra saf su ile hazirlanmig ¢ozeltileri kullanilmastir.
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2.2.6.6. Mitokondriyal aktiviteye bagh MTT testi

LDH (laktat dehidrogenaz) testi, notral red testi ve MTT testi gibi sitotoksisite
testleri in vitro toksikoloji ¢aligmalarinda, yaygin bir sekilde kullanilmaktadir
(Fotakis ve Timbrell, 2006). MTT testi, ilk olarak Mosmann tarafindan tanimlanmis
kolorimetrik bir testtir. MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrozolyum
bromiir; Thiazolyl blue), sar1 renkli olup hiicrelere aktif olarak absorbe olur ve
kiiltir ortamindaki mitokondriyal aktivitesi devam eden canli hiicrelerin
kantitasyonunu saglar (Mosmann, 1983). Canli hiicrelerin mitokondrilerinde yer
alan mitokondriyal dehidrogenaz enzimi, MTT boyasindaki tetrazolium halkasini
pargalar. Bunun sonucunda MTT, suda ¢dziinmeyen mor renkli formazana doniistir.
Olusan bu formazan, izopropanol veya DMSO gibi baska bir ¢6ziicli yardimi ile
suda ¢Oziinebilir hale getirilir ve olusan renk reaksiyonu spektrofotometrik olarak
okunup kantite edilir. Dolayisiyla bu yontem sadece canli hiicreleri Saptar

(Freshney, 2005; Oktar, 2009).

Test maddeleri ile 24 saat muamele edilen hiicrelerden inkiibasyon siiresi
sonunda besiyerleri uzaklastirilmistir. Hiicreler 5 mg/mL MTT soliisyonu ile canl
hiicrelerin mitokondrial metabolik aktiviteleri sonucu MTT boyasinin suda
¢oziinmeyen formazan tuzuna doniigebilmesi i¢in 2 saat inkiibasyona birakilmistir.
Bu siire sonunda hiicrelerden MTT boyasi uzaklastirilmistir. Canli hiicreler
tarafindan olusturulan formazan tuzlarinin ¢éziinmesi i¢in her bir kuyucuga 0,1 mL
DMSO ilave edilmistir. Plakalardaki hiicrelerin optik dansiteleri ELISA cihazinda
570 nm dalga boyunda okutulmustur. Test maddesi ile muamele edilmeyen kontrol
hiicre canlilik oran1 %100 olarak kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlari

yiizde olarak ifade edilmistir. Bu test, 8 paralel 3 kez tekrar edilmistir.
2.2.6.7. Mikroskobi

Hiicreler Olympus IX71 inverted mikroskobu altinda incelenmistir.
2.2.6.8. Fotografi

Hiicreler Olympus DP70 kamera kullanilarak fotograflanmiglardir.
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2.2.6.9. Istatistiki degerlendirme

MTT deneylerinin sonuglarinin istatistiksel degerlendirilmesinde (Statistical
Package for the Social Sciences) SPSS 21 programi kullanilmig ve elde edilen
verilerin tek yonlii ANOVA ile post-hoc olarak Tukey testi uygulanarak

anlamliliklar1 belirlenmistir. Anlamlilik degeri olarak p<0.05 kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Vajina Orneklerinden Mikroorganizmalarin izolasyonu

Istanbul Medipol Universitesi Hastanesi Kadin Dogum Klinigi’nde hekim
araciligiyla 20 - 40 yas araligindaki saglikli 30 kadindan alinan 6rneklerden, laktik
asit bakterisi, patojen bakteri ve maya izolasyonu yapilmistir. Saglikli kadinin
hamile olmamasi ve de son 2 ayda antibiyotik kullanmamis olmasi dikkate
alinmistir. Calismamizin etik kurul karari, 11/04/2013 tarihinde 38 numarali karar
numarasiyla Istanbul Medipol Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik

Arastirmalar Etik Kurulu’ndan alinmastir.

Yapilan ¢alisma sonucunda toplamda 346 izolat elde edilmistir. Izolat
numaras1 verirken hangi besiyerinden izolasyon yapildiysa, kod olarak o
besiyerinin bas harfi verilmistir (Cizelge 3.1). Bu izolatlarin 65 tanesi MRS
agardan, 77 tanesi M 17 agardan, 48 tanesi ¢ikolata agardan, 29 tanesi kanli agardan,
53 tanesi BHI agardan, 37 tanesi nutrient agardan, 11 tanesi Endo agardan ve 23
tanesi PDA’dan izole edilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.1. izolatlarmn kodlar

Besiyerinin ad1 | izolat Kodu

MRS agar MR
M17 agar
Cikolata agar

Kanli agar

BHI agar

Nutrient agar

Endo agar
PDA

ogmiZz|lw|X[0O|Z

Toplamda 346 izolata ilk olarak Gram boyama yapilmistir. Bu dogrultuda,
346 izolattan 326 tanesi Gram pozitif (+) bakteri 6zelliginde olup, 174 tanesinin
katalaz negatif (-), 152 tanesinin ise, katalaz pozitif (+) 6zellik gosterdigi ortaya
konmustur (Cizelge 3.2). Diger 18 izolatin ise (§MR11, 13P1, 15P1, 18P1, 19P3,
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21P2, 24P1, 29P1, 30P1, 14P1, 27P2, 13P2, 17P2, 25P1, 16P1, 1C2, 1C3, SMR2

izolatlar1) maya oldugu gézlenmistir.

Cizelge 3.2. Vajinadan izole edilen bakteri izolatlar

Izolat numarasi

Gram
ozelligi

Hiicre
sekli

Katalaz

1IMR3, 1MRL.1, 2B1, 2B4, 2B5.1, 2B6, 2MR1, 2MR?2,
2MR4, 2M2, 2C2, 2C3, 2C4, 2C7, 3MI1, 3M2, 3M4.1,
3M6, 3M8, 3M9, 4B2, 4B4, 4B6, 4B9, 4M1, TMR1, 7MR3,
7MR4, 7MR5, 7MR7, MR8, 7MR13.1, 8MR1, 8MR2,
8MR3, 8MR4, 8MR5, 8MR6, 8MR7, 8MR8, 8MRY,
8MR10, 8MR12, 8MR13, 8MR14, 8MR19, 8MR20, 8ML1,
8M2, 8M4, 8M5, 8M7, 8MS, 8M9, 8M10, 8B1, 8CS5, 8C6,
9B4, 10MR1, 10MR2, 10MR3, 10MR4, 10MR5, 10MRS,
10MR12, 10MR13, 10MR14, 10MR15, 10MR16, 11MR3,
11MR4, 11MR12, 11MR19, 11MR20, 11M6, 11M10,
IMR2, 1M2, 1M1.2, IM2.1, 4M2, 4M5, 4M10, 5MR1,
5MR3, 5MR4, 5MR6, 5MR8, 5SMR9, 6M3, 6M4, 6M8.1,
9M1, 9M2, 9M3, 9M4, IM5, IM6, IM7, 9M8, IM9, IM10,
10MR7, 10MR8, 10MR9, 10MR10, 10MR18, 10MR20,
10M3, 10M5, 10M6, 10M7, 10M10, 12M1, 12M2, 12M3,
12M5, 12M6, 12M7

*)

basil

G

4N3, 4N8, 4N10, 4B7, 5N7, 6B5, 6B6.1, 10K4, 10KS5,
10K6, 10K9, 10K 10, 10C7, 10C8, 10C9, 10C10,

*)

kokobasil

2MR3, 2MR5, 9B1, 9B3, 9N1, 9N2, 9N4, 9N5, 9N6, IN7,
9N9, 9N10, 9K1, 9K2, 9K3, 9K4, 9K5, 9K7, 9KS, 9Cl,
9C2, 9C4, 9CS, 9C6, 9C7, 9C8, 9C9, 9C10, 10B4, 10B5,
10B7, 10B8, 10N4, 10N5, 10N6

)

kok

¢

1K6, 1K7, 3B7, 5B3, 5B4, 5B5, 5B6, 5B7, 5B9, 5B10,
5M1, 5M2, 5M3, 5M4, 5M5, 5M6, 5M7, 5M9, 5N6, 5P1,
5P2, 5P3, 5P4, 5P5, 7C4, 7C7, 7C9, 8C1, 10B2, 10B3,
10E1, 10E2, 10E3, 11B6, 11N7, 11C3, 11C4, 10K3, 2B1.2,
2B5.1.1, 19P1, 21P1, 24P2, 11C3.1, 14P2

)

basil

)

5N8, 5N9, 5N10, 6M5, 10M1, 10M4, 10M8, 11M3

*)

kokobasil

*)

1B1, 1C1, 1K1, 1K2, 1K3, 1B1.1, 1B2, 1KS, 1K8, 1C5.1,
2B9, 2M7, 2C5, 3B2, 6N1, 6N2, 6N3, 6N4, 6N8, 6N 10,
6B1, 6B2, 6B4, 6B8, 6M2, 6M6, 6M9, 6M10, 6MRA4,
6MR5, 6MRS, 6MR9, 7M2, 7M3, 7M4, 7TM5, 7M6, TM7,
7M8, 7M9, 7M10, 7B2, 7B3, 7B5, 7B8, 7B10, 7N1, 7N4,
7N5, 7N6, 7N9, 7N10, 7N2, 7N3, 7E1, 7E2, 7E4, 7E5, 7E6,
7E7, 7E9, 7E10, 7C5, 7C6, 7C1, 7C2, 7C3, 7C8, 7C10,
7K7, 7K8, 7K9, 7K10, 10B6, 10C6, 10C5, 11B2, 11B3,
11B4, 11B7, 11N1, 11N2, 11N3, 11N4, 11N6, 11C1, 11C2,
11C5, 116, 11C7, 11C8, 1K1, 11K2, 11K3, 11K8, 12BS,
12N1, 12N2, 12K2

*)

kok

*)

55




Sekil 3.1. Gram (+) kok izolat1

Sekil.3.2. Gram (+) kokobasil izolat1

Sekil 3.3. Gram (+) basil izolat1
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3.2. izole Edilen Mikroorganizmalarin Tanimlama Test Sonuclari
3.2.1. izole edilen mikroorganizmalarin biyokimyasal aktivite sonuclari

Cizelge 3.3’te 115 tane katalaz (-) Gram (+) basil bakteri izolatinin oksidaz,
hareketlilik, farkli sicakliklarda gelisim, farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisim,
hidrojen siilfiir olusumu ve arjininden amonyak olusumu test sonuglari verilmistir.
Bu sonuglara gore 115 izolatin 5 tanesinin hareketli, 14 izolatin oksidaz (+),

digerlerinin ise oksidaz (-) oldugu belirlenmistir.

Farkli pH ‘lardaki gelisimlerine bakacak olursak, pH 3,9°da 89 izolat gelisim
gosterirken, 26 izolat gelisim gostermemistir. Ayrica, pH 9,6°da 107 izolat gelisim
gostermis, 8 tanesi ise gelismemistir. Farkli tuz konsantrasyonlarindaki gelisimleri
ise; %6 NaCl igeren ortamda 44 izolat liremis, 68 izolat lirememis, 3 izolat ise
belirsiz sonu¢ vermistir. %7,5 NaCl igeren ortamda 31 izolat iiremis, 82 izolat
tirememis, 2 izolat ise belirsiz sonu¢ vermistir. %10 NaCl i¢eren ortamda ise 18
izolat liremis, 94 izolat lirememis, 3 izolat ise belirsiz sonu¢ vermistir. Farkli
sicakliklardaki gelisimlerine bakacak olursak, 4°C’de 35 izolat gelisim gostermis,
80 tanesi gelisim gostermemistir. 15°C’de 36 izolat gelisim gostermis, 79 tanesi
gelisim gostermemistir. 45°C’de ise; 104 izolat gelisim gostermis, 11 tanesi gelisim
gostermemistir. Hidrojen stilfiir olusumunda ise; 115 izolatin hepsinde de hidrojen
silfir ve gaz olusumu gozlenmemistir. Ayrica 50 izolat arjininden amonyak
olusturmus, 62 izolat arjininden amonyak olusturmamus, 3 izolat ise belirsiz sonug

vermistir (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3. Katalaz (-) Gram (+) basil bakterileri izolatlariin biyokimyasal aktivite testleri. (+): pozitif, (-): negatif, (£): belirsiz

KATALAZ (-) GRAM (+) BASIL

OB E s |8 |8 s [ 5[ 8] o] .F

= N | = % % = 3] 5 = S S = 3E

o o <

1 MR OO0 @ @ [ @ *) 0 @ | e | ® 0 *)
> | amrur OO @ @ [ @ *) O @ | o [ » 0 0
3 281 Olo[ ® @ [0 0 0 0 O [ @ 0 *)
4 284 Olol o @ |0 O O 0 O [ » 0 *)
5 rERIRIER @ [0 O O 0 O [ » 0 *)
6 286 Ole[ @ @ [ @ 0 0 @ | e | ® 0 *)
7 MRl OO @ @ [ @ *) O 0 O | » O *)
g MRz OO0 @ 0 0 0 0 0 0 0 0 *)
g oMRe | O[O @ ® | +) 0 0 O | » O *)
10 M2 Ol ® @ [ @ *) *) @ | o [ v 0 0
1 202 Ole] @ |0 O O O O [ » O *)
12 23 Ole[ @ @ [0 O O 0 O [ » O *)
13 24 Ole] o @ [0 O O 0 O | © 0 *)
14 27 Olol o @ | 0 0 0 0 O | © 0 *)

58



Cizelge 3.3. (Devam) Katalaz (-) Gram (+) basil bakterileri izolatlarinin biyokimyasal aktivite testleri. (+): pozitif, (-): negatif, (+): belirsiz

15 3M1.1 010 () () () *) 0 () *) (+) 0 ()
16 3M2 ()]0 *) *) *) *) *) (+) *) () 0 *)
17 3M4.1 010 () () () (*) () (+) *) (+) 0 *)
18 3M6 0] 0 (*) (*) (*) (*) (*) (+) *) (+) 0 *)
19 3M8 ()]0 () () () () 0 (+) ) G 0 )
20 3M9 0] 0 (*) (*) (*) 0 0 (+) *) (*+) 0 *)
21 4B2 010 *) *) *) *) *) (+) *) () 0 *)
22 4B4 606 ) ) ) 0 0 *) *) ) 0 *)
23 4B5 010 *) *) *) 0 0 (+) ™) () 0 ™)
24 4B6 606 () () () 0 0 () ) ) 0 )
25 4B9 ()| () (*) (*) (*) (*) (*) (+) *) (*+) 0 *)
26 4M1 006 () () () () () () ) () () )
27 7MR1 606 ) ) ) ) ) () 0 ) () ()
28 7MR3 010 *) *) *) *) 0 () 0 (+) 0 0
29 7MR4 606 ) ) ) () () () 0 ) () *)
30 7MR5 00 (*) (*) (*) 0 0 () 0 (+) 0 0
31 7MR7 006 () () () 0 0 () () () () 0
32 7MR8 00 (*) (*) ) 0 0 () 0 (+) 0 0
33 7MR13.1 010 *) *) *) *) 0 () 0 (+) 0 0
34 8MR1 ()]0 *) *) ) 0 0 () 0 () 0 *)
35 8MR2 0106 *) *) 0 0 0 () 0 (+) 0 0
36 8MR3 ()]0 *) *) () 0 0 () 0 () 0 *)
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Cizelge 3.3. (Devam) Katalaz (-) Gram (+) basil bakterileri izolatlarinin biyokimyasal aktivite testleri. (+): pozitif, (-): negatif, (+): belirsiz

37 8MR4 010 () () 0 0 0 () 0 (+) 0 *)
38 8MR5 ()]0 *) *) ) 0 0 () 0 () 0 (6]
39 8MR6 0106 () () 0 0 0 () 0 (+) 0 *)
40 8MR7 0] 0 (*) (*) () 0 0 () 0 () 0 ()
41 8MRS 606 () () 0 0 0 G 0 ) 0 )
42 8MR9 0] 0 (*) (*) () 0 0 () 0 (*+) 0 *)
43 8MR12 010 *) *) &) &) &) () 0 () 0 ™)
44 8MR13 606 ) ) 0 0 0 ) 0 ) 0 (&)
45 8MR14 010 *) *) () 0 0 () 0 () 0 0
46 8MR17 606 () () 0 0 0 G 0 ) 0 0
47 8MR19 0] 0 (*) (*) () 0 0 () 0 (*+) 0 0
48 8MR20 006 () () Q) 0 0 () () () () )
49 8M1 06 ) ) 0 () () () 0 ) () ()
50 8M4 )]0 *) ) ) 0 0 () 0 (+) 0 0
51 8C5 ()]0 0 ) ) ) () ) *) ) () *)
52 8C6 00 ) (*) (*) *) 0 (+) *) (+) 0 *)
53 9B4 006 () Q) Q) 0 0 () () () () )
54 10MR1 00 (*) (*) ) 0 &) () 0 (+) 0 0
55 10MR2 010 *) *) &) &) &) () 0 (+) 0 0
56 10MR3 ()]0 *) *) ) 0 0 () 0 () 0 @)
57 10MR4 0106 *) *) 0 0 0 () 0 (+) 0 0
58 10MR5 ()]0 *) *) () 0 0 () 0 () 0 0
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Cizelge 3.3. (Devam) Katalaz (-) Gram (+) basil bakterileri izolatlarinin biyokimyasal aktivite testleri. (+): pozitif, (-): negatif, (+): belirsiz

59 10MR6 010 () () 0 0 0 () 0 (+) 0 ()
60 10MR12 ()]0 *) *) ) 0 0 () 0 () 0 0
61 10MR13 010 () () () (*) () () 0 () 0 0
62 10MR14 0] 0 (*) (*) () 0 0 () 0 (+) 0 0
63 10MR15 606 () () 0 0 0 G 0 ) 0 0
64 10MR16 0] 0 (*) (*) () 0 0 () 0 (*+) 0 0
65 11MR3 010 () *) () 0 0 () 0 () 0 0
66 11MR4 606 ) ) 0 0 0 ) 0 ) 0 0
67 11MR12 010 *) ) &) 0 0 () 0 () 0 0
68 11MR13 606 () 0 0 0 0 G 0 ) 0 0
69 11MR15 0] 0 (*) (*) () 0 0 () 0 (*+) 0 0
70 11MR16 006 () () Q) 0 0 () () () () 0
71 11MR19 606 ) 0 0 () () () 0 ) () ()
72 11MR20 010 *) ) ) 0 0 () 0 (+) 0 0
73 1IMR2 010 *) *) *) *) @) () ™) *) @) @)
74 1M2 010 *) *) *) *) *) (+) *) (+) 0 0
75 1IM1.2 G106 ™) ) ) *) *) ) *) *) @) *)
76 1mM2.1 ()]0 (+) (+) (+) (*) ) ) *) ) () 0
77 4M2 006 () () () () () () ) () () )
78 4M5 0] 0 () () () () () (+) *) (+) 0 *)
79 4M10 ()]0 *) *) *) *) *) (+) *) () 0 *)
80 5MR1 ()]0 *) *) ) 0 0 () 0 () 0 *)
81 5MR3 0106 *) *) *) *) *) (+) *) (+) 0 *)
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Cizelge 3.3. (Devam) Katalaz (-) Gram (+) basil bakterileri izolatlarinin biyokimyasal aktivite testleri. (+): pozitif, (-): negatif, (+): belirsiz

82 5MR4 010 () () () *) *) (+) *) (+) 0 *)
83 5MR6 )]0 *) *) *) *) *) (+) *) () 0 0
84 5MRS8 )]0 () () 0 0 0 () 0 (+) 0 *)
85 5MR9 0] 0 (*) (*) () 0 0 () 0 (+) 0 *)
86 6M3 ()]0 *) *) () () 0 () ) ) 0 0
87 6M4 0] 0 () (*) () (*) 0 (+) *) (*+) 0 0
88 8M6 )]0 () *) () 0 0 () 0 () 0 0
89 9M1 06 0 ) 0 0 0 ) 0 ) 0 0
90 M2 )]0 () *) () 0 0 () 0 () 0 0
91 9M3 )]0 0 () 0 0 0 G 0 ) 0 0
92 9M4 )]0 () () () 0 0 () 0 (*+) 0 0
93 9M5 )]0 () *) Q) 0 0 () () () () 0
94 9M6 06 0 ) 0 () () () 0 ) () ()
95 M7 )]0 ) *) *) 0 0 () 0 (+) 0 0
96 om8 )]0 ) *) 0 () () () 0 ) () ()
97 9M9 00 ) (*) ) 0 0 () 0 (+) 0 0
98 9M10 ()]0 () () Q) 0 0 () () () () 0
99 10MR7 00 (*) (*) ) 0 0 () 0 () 0 0
100 10MRS8 010 *) *) ) 0 0 () 0 () 0 0
101 10MR9 ()]0 *) *) ) 0 0 () 0 () 0 @)
102 10MR10 0106 *) *) 0 0 0 () 0 () 0 0
103 10MR18 ()]0 *) *) () 0 0 () 0 () 0 0
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Cizelge 3.3. (Devam) Katalaz (-) Gram (+) basil bakterileri izolatlarinin biyokimyasal aktivite testleri. (+): pozitif, (-): negatif, (+): belirsiz

104 10MR20 010 () () 0 0 0 () 0 () 0 ()
105 10M3 ()]0 0 *) *) 0 0 (+) *) () 0 *)
106 10M5 0106 0 () () 0 0 (+) *) (+) 0 *)
107 10M6 )]0 0 (*) (*) 0 0 (+) *) (+) 0 *)
108 10M7 606 0 () () 0 0 () ) ) 0 )
109 10M10 0] 0 0 (*) (*) 0 0 (+) *) (*+) 0 *)
110 12M1 010 0 *) *) 0 0 (+) *) () 0 ™)
111 12M2 606 0 ) 0 0 0 ) 0 ) 0 0
112 12M3 010 0 *) 0 0 0 () 0 () 0 0
113 12M5 606 &) () 0 0 0 G 0 ) 0 0
114 12M6 0] 0 (*) (*) 0 0 0 () 0 (*+) 0 0
115 12M7 606 () () Q) 0 0 () () () () 0
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Cizelge 3.4’te 19 tane katalaz (-) Gram (+) kokobasil bakteri izolatinin
oksidaz, hareketlilik, farkli sicakliklarda gelisim, farkli tuz konsantrasyonlarinda
gelisim, hidrojen siilfiir olusumu ve arjininden amonyak olusumu test sonuglari
verilmistir. Bu sonuglara gore 19 izolatin 10 tanesinin hareketli, 9 tanesinin

hareketsiz, ayrica hepsinin oksidaz (-) oldugu goézlenmistir.

Farkli pH ‘lardaki gelisimlerine bakacak olursak, pH 3,9°da 17 izolat gelisim
gostermis, 2 tanesi gelisim gostermemistir. Ayrica, pH 9,6’da 18 izolat gelisim
gostermis, 1 tanesi gelisim gostermemistir. Farkli tuz konsantrasyonlarindaki
gelisimleri ise; %6 NaCl iceren ortamda 17 izolat liremis, 2 izolat lirememistir.
%7,5 NaCl iceren ortamda 9 izolat tiremis, 10 izolat tirememistir. %10 NaCl igeren
ortamda ise 4 izolat iremis, 15 izolat ireme gostermemistir. Farkli sicakliklardaki
gelisimlerine bakacak olursak, 4°C ‘de 17 izolat gelisim gostermis, 2 tanesi gelisim
gostermemistir. 15°C ‘de 16 izolat gelisim gostermis, 2 tanesi gelisim gostermemis
ve 1 tanesi belirsiz sonu¢ vermistir. 45°C ‘de ise; tiim izolatlarda gelisim
gozlenmistir. Hidrojen siilfiir olusumunda ise; tiim izolatlarda hidrojen siilfiir ve
gaz olusumu gozlenmemistir. Ayrica izolatlarin hepsinin arjininden amonyak

olusturdugu gézlenmistir (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4. Katalaz (-) Gram (+) kokobasil bakterileri izolatlarinin biyokimyasal aktivite testleri. (+): pozitif, (-): negatif, (+): belirsiz

KATALAZ (-) GRAM (+) KOKOBASIL

2 ® @ g g g =

£ X crs crs p= S S z z z = S v =

g g | 3 > E = E o E O E o E B £ E z eSS E

S Sleg| 2 ©Z 5 2 Sz < Z o @ @ = Scs

= 213 ™5 o5 Z 5 <3 z3 3 = = 3 EoZ

= S | 5 T &0 T &0 © o 2 50 S & - U U % o % =

E il I N NN S O sl &g | 2 F
1 4N3 )]0 ) ) ) () () ) ) (+) () (+)
2 4N8 OREC) *) *) ) ) ©) ) *) (+) ©) (+)
3 4N10 ()| &) ) ) ) () () ) ) (+) () (+)
4 4B7 ()| () *) *) ) ) ©) ) *) (+) ©) (+)
5 4B10.1 () | () (+) (+) (+) () () (+) +) (+) () (+)
6 5B10 () | () ) ) ) () () () ) (+) () (+)
7 5N7 OREC) *) *) ) ) ©) ) *) (+) ©) (+)
8 6B5 ()] 06 () () () () () () () (+) () (+)
9 6B6.1 OREC) () *) *) ) () ) *) (+) () (+)
10 6B7 ()] 06 ) ) () () () () () (+) () (+)
11 10K4 ()| () +) +) ) ) *) ) ) (+) () (+)
12 10K5 ()| () (+) (+) (+) (+) () (+) (+) (+) () (+)
13 10K6 ()| () ) ) &) ) () ) ) (+) () (+)
14 10K9 ()| &) *) *) *) ) () ) *) (+) () (+)
15 10K10 ()| &) ) ) &) ) +) ) ) (+) () (+)
16 10C7 ()] 06 +) +) ) (+) +) (+) +) (+) () (+)
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Cizelge 3.4. (Devam) Katalaz (-) Gram (+) kokobasil bakterileri izolatlarinin biyokimyasal aktivite testleri. (+): pozitif, (-): negatif, (£): belirsiz

17 10C8 0106 (+) (+) (*) (*) @) (*) (+) *) () *)
18 10C9 O 1H () () *) *) *) *) () *) () *)
19 10C10 010 (+) (+) (*) *) 0 *) ) ) () )
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Cizelge 3.5’te 40 tane katalaz (-) Gram (+) kok bakteri izolatinin oksidaz,
hareketlilik, farkli sicakliklarda gelisim, farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisim,
hidrojen siilflir olusumu ve arjininden amonyak olusumu test sonuglar1 verilmistir.
Bu sonuglara gore 40 izolatin 12 tanesinin hareketli, 28 tanesinin hareketsiz, 11

izolatin oksidaz (+) digerlerinin ise oksidaz (-) oldugunu sdyleyebiliriz.

Farkli pH ‘lardaki gelisimlerine bakacak olursak, pH 3,9°da 3 izolat gelisim
gostermis, 37 tanesi gelisim gostermemistir. Ayrica, pH 9,6’da 38 izolat gelisim
gostermis, 2 tanesi gelisim gostermemistir. Farkli tuz konsantrasyonlarindaki
gelisimleri ise; %6 NaCl iceren ortamda 9 izolat iiremis, 31 izolat lirememistir.
%7.5 NaCl iceren ortamda 8 izolat liremis, 32 izolat tirememistir. %10 NaCl i¢ceren
ortamda ise 4 izolat iiremis, 36 izolat lireme gostermemistir. Farkli sicakliklardaki
gelisimlerine bakacak olursak, 4°C’de 7 izolat gelisim gostermis, 33 tanesi gelisim
gostermemistir. 15°C’de 8 izolat gelisim gostermis, 32 tanesi gelisim
gostermemistir. 45°C’de ise; 22 izolat gelisim gostermis, 18 tanesinde gelisim
gozlenmemistir. Hidrojen stilfiir olusumunda ise; 40 izolatin hepsinde de hidrojen
silfiir ve gaz olusumu gdzlenmemistir. Ayrica, 40 izolatin hepsinin arjininden

amonyak olusturabildigi sonucuna varilmstir (Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.5. Katalaz (-) Gram (+) kok bakterilerin biyokimyasal aktivite testleri. (+): pozitif, (-): negatif, (+): belirsiz

KATALAZ (-) GRAM (+) KOK
g g g. ® 2} (<) g g é =

= z/E| 8 | % | t:lgceloz| 2% % | & |Eu:
I I A - I S - R - I B S I T

o o - -
1 2MR3 00O () (+) (+) (*) (*) () () (*+) 0 *)
2 2MR5 010 0 () () () () G G ) 0 )
3 9B1 ) [ (#) 0 ) () () () ) G ) 0 *)
4 9B2 )™ () (+) () 0 0 () () () 0 ™)
5 9B3 ) [ (¥) 0 ) () () () () G ) 0 *)
6 9B8 )| () (+) () () 0 () () (+) 0 *)
7 9B9 () [ (¢) Q) (+) () 0 0 () G () () )
8 9B10 )| () (+) () () 0 () () (+) 0 *)
9 9N1 00O ) (+) () 0 0 () () () 0 *)
10 9N2 610 0 ) () () () G G ) 0 *)
11 9N4 00O ) (+) () 0 0 () () (+) 0 *)
12 9N5 610 Q) (+) () 0 () G G G () )
13 NG 0|06 ) (+) () 0 () () () () 0 *)
14 9N7 ()06 () (+) () 0 0 () () () 0 *)
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Cizelge 3.5. (Devam) Katalaz (-) Gram (+) kok bakterilerin biyokimyasal aktivite testleri. (+): pozitif, (-): negatif, (+): belirsiz

15 9N9 006 0 (+) () 0 0 () () (+) 0 *)
16 9N10 006 ) (+) () 0 0 () () () 0 *)
17 9K1 00O 0 (+) () 0 0 () (+) () 0 *)
18 9K2 )]0 () (+) () 0 0 () () () 0 *)
19 9Ks3 ()06 () () () 0 0 G G G 0 )
20 9K4 )] 06 () (+) () 0 0 () () () 0 *)
21 9K5 G ™ () (+) () 0 0 () () () 0 *)
22 9K6 AR 0 ) () 0 () ) G G 0 *)
23 9K7 G ™ () (+) () 0 0 () () () 0 ™)
24 9K8 010 0 () () 0 0 G () ) 0 )
25 9C1 )] 06 () () () 0 0 () () () 0 *)
26 9C2 610 Q) () () 0 () G G G () )
27 9C4 610 0 ) () () 0 G G G 0 *)
28 9C5s "] 06 ) (+) () 0 0 () () () 0 *)
29 9C6 ()06 ) ) () () () () G G 0 *)
30 9C7 4]0 () (+) () () 0 () () () 0 *)
31 9Cs ()06 () (+) () 0 () G G G () )
32 9C9 SRS ) (+) () () 0 () () (+) 0 *)
33 9C10 006 ) (+) () 0 0 () () () 0 *)
34 10B4 ()06 ) (+) (+) *) *) (+) () () 0 ™)
35 10B5 00O 0 (+) (+) *) 0 (+) (+) (+) 0 *)
36 10B7 ()06 () (+) (+) 0 0 (+) () () 0 *)
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Cizelge 3.5. (Devam) Katalaz (-) Gram (+) kok bakterilerin biyokimyasal aktivite testleri. (+): pozitif, (-): negatif, (+): belirsiz

37 10B8 006 0 (+) (+) *) *) (+) (+) (+) 0 *)
38 10N4 006 *) (+) (+) *) 0 (+) () () 0 *)
39 10N5 ()06 *) () () (*) 0 (+) (+) (+) 0 *)
40 10N6 G0 (*) (+) (+) *) () (+) (+) (+) () ()
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3.2.2. Mikrotitre plaka yontemi ile biyofilm olusumunun degerlendirilmesi

Cizelge 3.6’da 138 Katalaz (-) Gram (+) bakteri izolatinin, mikrotitre plaka
yontemi ile glukoz ortamindaki biyofilm olusum sonuglari verilmistir. Optik
dansite (OD) sonuglara bakildiginda, 77 izolatin (11M10, 2MR5, 2MR2, 8MR3,
8M7, 1IMR2, 5MR6, 5MR8, 5MR4, 11MR4, 7MR4, 8MR4, 7TMR1, 1MRS,
10MR4, 1MR1.1, 8MR14, 2MR1, 8M1, 11MR20, 10MR8, 10MR3, 10MR15,
10MR14, 10MR12, 10MR13, 7MRS8, 7MR13, 11M6.2, 11M6.1, 8M5.1, 2M2.1,
10MR6.1, 10MR6.2, 8MR20.1, 11MR16.1, 11MR16.2, 11MR15.2, 8MR20.2,
11MR19.1, 11MR19.2,9M3.1, 8BMR9.2, 8M2, SBMR5, 9M7, 5SMR3, 10M3, 10M10,
10MR2.1, 4M10, 8MR9.1, 8MR2.1, 8MR12.1, 8MR17.1, 11MR15.1, 10MR5.1,
3M6, 1IM1.2, 9M8, 4M5, 2MR4, 8MR7, 10MR7, 10M7, 2M7.1.1, 5M2.2, 5B10.1,
6B3.1, 9K6.1, 9C2, 9B9, 10B7, 2B5.1, 10MR2.2, 8M10.2 ve 8MR6.1 izolatlar)
OD degerinin 120’nin altinda, 26 izolatin (4B1, 4B10, 2B6, 4B8, 2B4, 5B10, 6B3,
6B9, 4B4, 2B5, 4B6, 2B8, 4B5, 6B7, 6B3.2, 8M6.1, 10M2.2, 5SMR1, 8MR2.2,
7MR7.4.2, 8BMR14, 11MR12.2, 8M4.2, 11MR12.1, 7TMR7.4.1, 1M2.1 izolatlar)
OD degerinin 240’1n altinda, 12 izolatin (8MRS8, 8MR12.2, 10MR16, 8M10.1,
2C5.2, 9B8.1, 9K2, 9N6, 9C8, 9B3, ONS5 ve 10N4 izolatlar1) OD degerinin 500’{in
altinda, 23 izolatin ise (3M2, 10B4, 10N6, 6B9.2, 9K6.2, 9B8.2, PB1, 9K4, 9K5,
10NS5, 9K3,9C5, 10B5, 9C1, 9C4, 9C6, 9C10, 9B10, 9B2, 9C9, 9C7, 9N7 ve 4B5.2

izolatlar1) ise OD degerinin 500’{in {izerinde oldugu sonucuna varilmistir.
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Cizelge 3.6. Katalaz (-) Gram (+) bakteri izolatlarinin mikrotitre plaka yontemi ile glukoz ortamindaki biyofilm olusumlari. OD570<0,120 (-), OD570<0,240 (+),
0OD570<0,500 (++), OD570>0,500 (+++)

KATALAZ (-) BAKTERI IZOLATLARI

Biyofilm

izolat numarasi
olusumu

11M10, 2MR5, 2MR2, 8MR3, 8M7, 1IMR2, 5MR6, 5SMR8, 5MR4, 11MR4, 7TMR4, 8MR4, 7TMR1,
1MR3, 10MR4, 1MR1.1, 8MR14, 2MR1, 8M1, 11MR20, 10MRS8, 10MR3, 10MR15, 10MR14,
10MR12, 10MR13, 7MR8, 7TMR13, 11M6.2, 11M6.1, 8M5.1, 2M2.1, 10MR6.1, 10MR6.2, SMR20.1,
11IMR16.1, 11MR16.2, 11MR15.2, 8MR20.2, 11MR19.1, 11MR19.2, 9M3.1, 8MR9.2, 8M2, 8MRS5, O]
9M7, 5MR3, 10M3, 10M10, 10MR2.1, 4M10, 8MR9.1, 8MR2.1, 8MR12.1, 8MR17.1, 11MR15.1,
10MR5.1, 3M6, 1M1.2, 9M8, 4M5, 2MR4, 8MR7, 10MR7, 10M7, 2M7.1.1, 5M2.2, 5B10.1, 6B3.1,
9Ke6.1, 9C2, 9B9, 10B7, 2B5.1, I0MR2.2., 8M10.2, 8MR6.1

4B1, 4B10, 2B6, 4B8, 2B4, 5B10, 6B3, 6B9, 4B4, 2B5, 4B6, 2B8, 4B5, 6B7, 6B3.2, 8M6.1, 10M2.2, +)
5MR1, 8MR2.2, 7TMR7.4.2, SMR14, 11MR12.2, 8M4.2, 11MR12.1, 7TMR7.4.1, 1M2.1

8MRS&, 8MR12.2, I0OMR16, 8M10.1, 2C5.2, 9B8.1, 9K2, 9N6, 9C8, 9B3, NS5, 10N4 (++)

3M2, 10B4, 10NG, 6B9.2, 9K6.2, 9B8.2, 9B1, 9K4, 9KS5, 10N5, 9K3, 9C5, 10BS5, 9C1, 9C4, 9C6, 9C10,

9B10, 9B2, 9C9, 9C7, 9N7, 4B5.2, (+++)
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Cizelge 3.7°de 82 Katalaz (+) Gram (+) bakteri izolatinin mikrotitre plaka
yontemi ile glukoz ortamindaki biyofilm olusum sonuglari verilmistir. Optik
dansite (OD) sonuglara bakildiginda, 15 izolatin (14P1, 7E3.1, 7E3.2, 12K 1.1, 3B7,
6MR4, 6B2, 5SM9, 5SM4, 5SM2, 5M1, 6M10, SM6, 2M7 ve 6M9 izolatlar1) OD
degerinin 120°nin altinda, 17 izolatin (11K1, 1K2, 1K3, 1K1, 1C5, 6N3, 5N8, 6N2,
5N10, 2B9, 5B5, 1B2, 1B1.1, 6MRS5, 5B3, 6M2 ve SM7 izolatlar1) OD degerinin
240’m altinda, 24 izolatin (11K3, 11C3.2, 5B4, 1B2, 1K8, 1C1, 6N4, 3B2, 3B7,
1B2, 5N6, 6N8, 5N9, 6N1, 6B8, 6B4, 6B1, 6MR8, 5P3, 5P1, 5P4, 5P5, 5M5 ve
6M6 izolatlar1) OD degerinin 500°iin altinda, 26 izolatin (6BS8, 1K5.1, 7C7, 5P3,
1K8, 7N2, 5M5, 2B9.1, 1B1.1, 19P1, 24P2, 14P2, 21P1, 7B6.1, 7B6.2, 6N10.2,
1KS5, 2C5, 6N10, 5B10, 5B6, 5B4 ve 5B9 izolatlar1) ise OD degerinin 500’{in

tizerinde oldugu sonucuna varilmistir.

73



Cizelge 3.7. Katalaz (+) Gram (+) bakteri izolatlarinin mikrotitre plaka yontemi ile glukoz ortamindaki biyofilm olusumlari. OD570<0,120 (-), OD570<0,240
(+), OD570<0,500 (++), OD570>0,500 (+++)

KATALAZ (+) GRAM (+) BAKTERI iZOLATLARI

) Biyofilm
Izolat numarasi

olusumu
14P1, 7E3.1, 7E3.2, 12K1.1, 3B7, 6MR4, 6B2, 5M9, 5M4, 5M2, 5M1, 6M10, 5M6, 2M7, 6M9 ()
11K1, 1K2, 1K3, 1K1, 1C5, 6N3, 5N8, 6N2, 5N10, 2B9, 5B5, 1B2, 1B1.1, 6MRS5, 5B3, 6M2, 5M7 (+)
11K3, 11¢3.2, 5B4, 1B2, 1K8, 1C1, 6N4, 3B2, 3B7, 1B2, 5N6, 6N8, 5N9, 6N1, 6B8, 6B4, 6B1, 6MRS, +)

++
5P3, 5P1, 5P4, 5P5, 5M5, 6M6
6B8, 1K5.1, 7C7, 5P3, 1K8, 7N2, 5M5, 2B9.1, 1B1.1, 19P1, 24P2, 14P2, 21P1, 7B6.1, 7B6.2, 6N10.2, (++4)
+++

1K5, 2C5, 6N10, 5B10, 5B6, 5B4, 5B9, 5B7, 6MR9, 5M3
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Cizelge 3.8’de 18 maya izolatinin mikrotitre plaka yontemi ile glukoz
ortamindaki biyofilm olusum sonuclari1 verilmistir. Optik dansite (OD) sonuglara
bakildiginda, 7 izolatin (27P2, 21P2, 18P1, 24P1, 14P1, 15P ve 25P1 izolatlar1) OD
degerinin 500’{in altinda, 11 izolatin (19P3, 13P1, 13P2, 16P3, 17P2, 30P, 29P,
1C3, SMR2, 8MR11 ve 16P izolatlar1) ise OD degerinin 500’iin iizerinde oldugu

sonucuna varilmistir.

Cizelge 3.8. Maya izolatlarinin mikrotitre plaka yontemi ile glukoz ortamindaki biyofilm
olusumlari. OD570<0,120 (-), OD570<0,240 (+), 0OD570<0,500 (++),
OD570>0,500 (+++)

MAYA iZOLATLARI
izolat numaras: Eggﬂ::
27P2, 21P2, 18P1, 24P1, 14P1, 15P, 25P1 (++)
19P3, 13P1, 13P2, 1C2, 17P2, 30P, 29P, 1C3, 5SMR2, 8MR11, 16P (+++)

3.2.3. Maya izolatlarimn hemolitik aktivite sonuglari

Cizelge 3.9°da vajinadan izole edilen maya izolatlarinin hemolitik aktivite
sonugclar1 verilmistir. Calisma sonucunda maya izolatlarinda; 27P2, 15P, 16P, 19P3,
14P1, 1C2, 21P2, 17P2, 23P izolatlarinda yesil zon, 29P, 18P1, 24P1, 30P, 14P3,
8MR14, 13P1, 13P2, SMR?2 izolatlarinda ise zon olusumunun ortaya ¢ikmadigi

rapor edilmistir.
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Sekil 3.4. Kanli agarda hemolitik aktivitenin belirlenmesi
3.2.4. Maya izolatlarimin lipolitik enzim aktivite sonuclari

Cizelge 3.9’da vajinadan izole edilen 18 maya izolatinin, tween 80 agarli
besiyeri yiizeyindeki zon olusumlar1 verilmistir. Calisma sonucunda 21P2, 24P1,
25P, SMR2, 14P1, 19P3, 27P2, 1C2, 17P2 ve 16P izolatlarinin agar yiizeyinde zon
olusturmadigi ortaya konmustur. Diger 8 izolatin ise 4 — 20 mm araliginda degisen
oranlarda zon olusturdugu gozlenmistir (Sekil 3.5). En kiigiik zon ¢apt 4 mm ile
29P izolatina, en diisiik zon capt 20 mm ile 13P2 izolatina ait oldugu rapor

edilmistir.

Sekil 3.5. Tween 80 agarli besiyerinde lipolitik enzim aktivitesi
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3.2.5. Maya izolatlarinin fosfolipaz enzim aktivite sonuclari

Cizelge 3.9°da vajinadan izole edilen 18 maya izolatinin, fosfolipaz enzim
aktiviteleri verilmistir. Calisma sonucunda izolatlarin 0,33 — 0,42 mm arasinda zon

olusturdugu gbézlenmistir.

Cizelge 3.9. Maya izolatlarinin aktivite ve tanimlama sonuglari. Degerler mm cinsinden verilmistir

fzolat | Lipolitik | Fosfolipaz | Hemolitik [ MALDI-TOF
numarasi | aktivite | aktivitesi | aktivitesi sonucu

1 21P2 ) 0.36 | Alfahemoliz | candida albicans
2 24P1 ) 0.4 Non-hemoliz |  C. albicans
3 25P1 ) 0.42 Alfahemoliz|  C. albicans
4 5MR2 ) 0.39 | Non-hemoliz| . albicans
5 14P1 ) 0.4 Alfahemoliz|  C. albicans
6 19P3 ) 0.36 [ Non-hemoliz| C. albicans
7 27P2 ) 0.38 | Alfahemoliz| . albicans
8 1C2 ) 0.4 Alfahemoliz|  C. albicans
9 17P2 ) 0.42 | Alfahemoliz| . albicans
10 16P ) 0.38 | Alfahemoliz| C. albicans
11 1C3 8 0.39 | Alfahemoliz| . albicans
12 15P 16 0.4 Alfa hemoliz Candida
13 | 8MRI11 16 0.36 [ Non-hemoliz| . glabrata
14 13P1 16 0.33 | Non-hemoliz|  C. glabrata
15 13P2 20 0.38 | Non-hemoliz|  C. glabrata
16 18P1 10 0.41 [ Non-hemoliz | C. tropicalis
17 30P 8 0.4 Non-hemoliz |  C. tropicalis
18 29P 4 0.39 [ Non-hemoliz | . tropicalis

3.2.6. LAB izolatlarimin API CHL 50 ile karbonhidrat kullanma durumlarinin

belirlenmesi

Cizelge 3.10°da izole edilen 76 katalaz negatif (-) bakteri izolatinin API
CHLS50 sistemi ile tanimlama sonuglar1 verilmistir. Bu sonuglara gore; 76 izolatin
9 tanesi Lactobacillus acidophilus, 2 tanesi Lactobacillus plantarum, 6 tanesi
Lactobacillus pentosus, 10 tanesi Lactobacillus fermentum, 16 tanesi Lactobacillus
paracesei spp. paracesei, 18 tanesi Lactobacillus crispatus olarak tanimlanmustir.

15 izolat ise tanimlanamamustir.
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Cizelge 3.10. Laktik asit bakteri izolatlarimin API CHL 50 sistemi ile tanimlanmalar1

Izolat numaralar

API CHL 50 sonucu

%

benzerlik
7TMR4,7MR13.3 Lactobacillus crispatus 99,9
7TMR3, 8MR8, TMR5,
RS, THPLSMPOSMRL |1 s
8MR4, SMR1
TMR7.4 L. crispatus 99,3
8MR12 L. crispatus 99,0
8MR19, BMR20 L. crispatus 98,4
2MR5 Lactobacillus fermentum 97,3
5MR3, 5MR1, 5MR8,
5MR4, 5MR6,11MR4, L. fermentum 95,3
11MR5, 11MR20
1IMR1.1 L. fermentum 88,9
1IMR3 Lactobacillus acidophilus 98,6
IOMRS, TOMR1S, 10MRI5. ||_zgicophilu 7.4
8MR14, 8BMR2, 10MR6 L. acidophilus 95,3
émgg’ gmg% 2MR2, L.acidophilus 58,8
10MR7, 4M5, 8M4 L. paracesei spp. paracesei 99,9
10MR2, 10MR8, 3M2, 3M6,
8M9, 8M5, 8M2, 11M6, Lactobacillus paracesei spp. paracesei 99,6
11M10, 10M7
8M1 L. paracesei spp. paracesei 97,7
1M2.1 L. paracesei spp. paracesei 88,1
10MR9, 10MR18 L. paracesei spp. paracesei 80,5
2M2 L. paracesei spp. paracesei 78,1
ﬂ/ll\;R‘lll\leoll\l/:\éigz 8M10, Lactobacillus pentosus 99,9
8M8 L. pentosus 94,9
10M10, 10M10 L. pentosus 92,0
9M8 L. pentosus 88,9
9M3 Lactobacillus plantarum 99,2
aM7 L. plantarum 80,5
IM1 L. plantarum 72,6
10MR12, 10MR13 L. delbrueckii spp. delbrueckii 92,8
10MR1 Lactobacillus 45
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3.27. LAB izolatlarnimm 16S rRNA dizi analizi ile genotipik

karakterizasyonlarinin belirlenmesi

Cizelge 3.11°de segilen LAB izolatlarinin 16S rRNA dizi analizi ile genotipik
karakterizasyon sonuglari1 verilmistir. Bu sonuglara gore; 14 LAB’sinden 3 tanesi
Lactobacillus crispatus (LMR3, 2MR5, 7MR5), 5 tanesi L. jensenii (2MR1, 5MR1,
10MR5, 10MR6, 10MR14) ve 6 tanesi de %99 benzerlikle Enterococcus faecalis
(3M2, 5MR6, 8M10, 9M3, 9M8, 11M10) olarak tanimlanmustir.

Cizelge 3.11. Laktik Asit Bakteri izolatlarimin 16S rRNA dizi analizi ile genotipik karakterizasyon

sonuglari
izolat Numaras1 | 16s rRNA sonucu | % benzerlik Accesion

1IMR3 L. crispatus %99 LC065039.1
2MR1 L. jensenii %99 KF740715.1
2MR5 L. crispatus %99 LC065039.1
3M2 E. faecalis %99 KT260534.1
5MR1 L. jensenii %99 AF243159.1
5MR6 E. faecalis %99 LC096215.1
7MR5 L. crispatus %99 LC065039.1
8M10 E. faecalis %99 LC096215.1
IM3 E. faecalis %99 LC096215.1
om8 E. faecalis %99 LC096215.1
10MR5 L. jensenii %99 KF740715.1
10MR6 L. jensenii %99 KF740715.1
10MR14 L. jensenii %99 AF243159.1
11M10 E. faecalis %99 LC096215.1

3.2.8. Diger bakteri izolatlarinin VITEK II ile tanimlanmalar:

Cizelge 3.12’de katalaz pozitif bakterilerin VITEK II ile tanimlanma
sonuglart verilmistir. VITEK — Il ile toplam 63 katalaz pozitif bakteri izolati
tanimlanmak tizere test edilmistir. Calisma sonucunda 63 izolattan 10 tanesi
Bacillus vallismortis, 1 tanesi Staphylococcus caprae, 1 tanesi Staphylococcus
sciuri, 1 tanesi Staphylococcus hominis ssp. hominis, 8 tanesi Staphylococcus
epidermidis, 8 tanesi Staphylococcus lentus, 10 tanesi Staphylococcus lugdunensis,
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23 tanesi Staphylococcus haemolyticus ve 1 tanesi Kocuria kristinae olarak

tanimlanmastir.

Cizelge 3.12. Katalaz pozitif bakterilerin VITEK Il ile tanimlanmalari

izolat numaralar VITEK - 1l sonucu % Benzerlik
7C7 Bacillus vallismortis %89
5M6 B. vallismortis %87
5B6, 5P2, 5B3 B. vallismortis %86
SN8, 10E5:|3\’/|57M1’5BS’ B. vallismortis %85
gl\'\//ll F225226|;A}?221 Enterococcus faecalis %99
6N10, 6N4 E. faecalis %98
6N8.2 E. faecalis %97
1B1.1 E. faecalis %94
11M3 Kocuria kristinae %92
11N4 Staphylococcus caprae %99
1C1, 71%;](121.(1;8’ N6, Staphylococcus epidermidis %99
7N5 S. epidermidis %98
7C5 S. epidermidis %96
11K8 S. epidermidis %91
7TE2 Staphylococcus haemolyticus %99
7K10.1, 7M10, 7N3,
7N10, 7MS, 7C3, TM9,

7C2, 7TM8, 7B3.1, TM7,

7M6, 7E9.1, TE6.1, S. haemolyticus %98
7E5.1,7C6, 7C8, 7K7,
7B10, 7B2
™2 S. haemolyticus %96
™3 S. haemolyticus %95
7E10 Staphylococcus hominis ssp. hominis %92
10M1 Staphylococcus lentus %94
11Ce6, 11K1 S. lentus %92
12N1 S. lentus %89
7B5 S. lentus %88
7N4, 11N6 S. lentus %87
10M8 S. lentus %85
11C7, 11N3, 7C1.1,
1 Cl 51 ’:27'2 11 02 IiSill,Kz, Staphylococcus lugdunensis %99
11K3, 11N1
7TE4 Staphylococcus sciuri %88
7K8.1 Streptococcus agalactiae %85
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3.2.9. Maya izolatlarinin MALDI — TOF Kiitle Spektrometre Teknigi’yle

tanimlanmalari

Cizelge 3.9’da maya izolatlarmin MALDI — TOF Kiitle Spektrometre
Teknigi’yle tanimlanma sonuglar1 verilmistir. Bu test sonucunda 18 maya izolatinin
11 tanesi C. albicans, 3 tanesi C. glabrata, 3 tanesi C. tropicalis ve 1 tanesi de

Candida cinsi olarak tanimlanmustir.
3.3. LAB izolatlarmin metabolik iiriin sonuclari

Vajinadan izole edilip tanimlanan 76 laktik asit bakterisinden zaman
igerisinde ancak 72 izolat stoktan gelisirken digerleri gelismemistir. Dolayisiyla

bazi ¢alismalarda bu 72 izolatla deneyler gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.13’te vajinadan izole edilen LAB ‘lerinin laktik asit, hidrojen

peroksit ve proteolitik aktivite miktarlar1 verilmistir.

Laktik asit liretim miktar1 sonuglarina baktigimizda, 72 izolatin laktik asit
tretimi %0,91 — 2,684 arasinda bulunurken, 10M?7 izolat1 en diisiik, SMR6 izolati
ise en yiiksek laktik asit iiretimine sahip izolat olarak belirlenmistir. Ayrica Sekil
3.6’da hidrojen peroksit tiretiminin belirlenmesi i¢in kullanilan standart egri
gosterilmistir. Hidrojen peroksit liretim miktar1 sonuglarina baktigimizda ise, 72
izolatin hidrojen peroksit iiretimi 0,308 — 0,934 pg/mL arasinda bulunurken, SMRS8
izolat1 en diisiik, 11M10 izolat1 ise en yliksek hidrojen peroksit iiretimine sahip
izolat olarak belirlenmistir. Proteolitik aktivite miktar tayininde ise, izolatlarin
proteolitik aktivite miktarlar1 1,047+0,000 ile 14,438+0,003 mg/mL arasinda
degiskenlik gostermistir. 11MR20 izolati en diisiik, 10MR6 izolat1 ise en yiiksek
proteolitik aktivite miktarina sahip izolat olarak belirlenmistir. Ayrica Sekil 3.7°de
proteolitik aktivite miktarinin belirlenmesi i¢in kullanilan standart egri

gosterilmistir.
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Sekil 3.6. Hidrojen peroksit iiretimi standart egrisi (350 nm)
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Sekil 3.7. Proteolitik aktivite standart egrisi (650 nm)
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Cizelge 3.13. LAB izolatlarimin laktik asit, hidrojen peroksit ve proteolitik aktivite miktarlari

Hidrojen Proteolitik
o | o6 T | i
numarasi Asitlik (Mg/mL) Tirosin
(mg/mL)
1MR3 1,41 0,569+0,016 | 8.693+0,000
1MR1.1 2,093 | 0,499+0,199 | 3,898+0,001
1M1.2 1,001 | 0,787+0,002 9,663+0,001
1M2.1.1 0,955 | 0,878+0,030 [ 10,264+0,002
2MR1 2,184 | 0,608+0,016 | 11,562+0,000
2MR2 1,274 | 0,423+0,080 1,621+0,001
2MR5 2,275 | 0,334+0,075 | 2,131+0,000
2M2 1,092 | 0,829+0,030 | 11,650+0,000
3m2 1,183 | 0,808+0,040 | 11,079+0,000
3M6 1,41 0,778+0,022 9,047+0,003
4AM5 1,592 | 0,807+0,025 1,721+0,275
4M10 1,228 | 0,770+0,026 1,672+0,000
5MR1 2,229 | 0,620+0,060 3,481+0,000
5MR3 1,911 | 0,389+0,106 | 11,303+0,012
5MR4 1,956 | 0,572+0,006 | 10,724+0,002
5MR6 2,684 | 0,555+0,164 1,442+0,001
5MR8 2,002 | 0,308+0,079 1,736+0,001
7MR1 2,184 | 0,680+0,025 1,640+0,000
7MR4 2,275 | 0,589+0,000 4,472+0,000
7MR5 2,366 | 0,629+0,034 1,976+0,000
7MR7.4 2,093 | 0,584+0,166 1,724+0,000
7MR8 1,865 | 0,525+0,172 5,236+0,002
7MR13.3 1,911 | 0,507+0,144 1,656+0,000
8MR1 1,547 | 0,705+0,080 1,144+0,001
8MR2 1,365 | 0,389+0,030 1,747+0,000
8MR3 1,41 0,406+0,001 10,671+0,004
8MR4 1,82 0,502+0,123 1,518+0,001
8MR5.1 2,002 | 0,595+0,014 1,940+0,000
8MR5.2 1,82 0,480+0,215 1,852+0,000
8MR6.1 1,729 | 0,557+0,053 7,527+0,002
8MR7 1,456 | 0,595+0,087 | 13,046+0,003
8MR9 1,911 | 0,607+0,123 1,868+0,001
8MR19 2,138 | 0,620+0,064 1,998+0,000
8MR20 2,502 | 0,682+0,019 2,244+0,000
8M1 1,001 | 0,756+0,019 1,815+0,000
8M2 1,001 | 0,866+0,020 | 11,225+0,000
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Cizelge 3.13. (Devam) LAB izolatlarinin laktik asit ve hidrojen peroksit tiretim miktarlari

8M4 1,183 | 0,764+0,036 | 11,607+0,002
8M5 1,092 | 0,724+0,028 | 11,782+0,000
8M7 0,978 | 0,778+0,002 [ 12,324+0,000
8M8 1,046 | 0,788+0,049 8,798+0,003
8M9 0,955 | 0,720+0,069 [ 12,265+0,000
8M10 1,001 | 0,747+0,004 | 9,887+0,003
om1 1,092 | 0,793+0,001 1,845+0,000
oM3 1,092 | 0,836+0,034 1,754+0,000
oM7 0,955 | 0,802+0,047 6,054+0,000
om8 1,046 | 0,805+0,046 | 7,667+0,002
10MR1 2,002 | 0,606+0,050 2,118+0,002
10MR2 2,275 | 0,730+0,000 1,313+0,000
10MR3 2,184 | 0,473+0,074 1,572+0,001
10MR4 1,911 | 0,773+0,000 1,132+0,000
10MR5 2,366 | 0,663+0,079 1,862+0,000
10MR6 2,548 | 0,584+0,043 | 14,438+0,003
10MR8 1,456 | 0,699+0,068 1,394+0,000
10MR9 1,683 | 0,607+0,017 1,267+0,000
10MR12 1,638 | 0,707+0,160 1,349+0,000
10MR13 1,911 | 0,364+0,041 2,006+0,000
10MR7 1,274 | 0,392+0,008 3,55240,001
10MR14 1,82 0,597+0,066 4,233+0,000
10MR15 1,638 | 0,628+0,077 1,662+0,000
10MR16.1 2,093 | 0,524+0,059 1,444+0,000
10MR16.2 2,138 | 0,584+0,046 1,552+0,000
10MR18 1,729 | 0,652+0,071 1,695+0,000
10M3 1,274 | 0,863+0,096 2,021+0,000
10M7 0,91 0,822+0,059 1,367+0,000
10M10 1,137 | 0,834+0,027 2,127+0,002
11MR4 1,797 | 0,602+0,079 | 13,496+0,000
11MR12 1,865 | 0,672+0,001 2,054+0,000
11MR19 1,365 | 0,41140,000 | 10,966+0,003
11MR20 2,093 | 0,633+0,049 1,047+0,000
11M6 1,228 | 0,750+0,047 | 11,494+0,003
11M10 1,183 | 0,934+0,132 | 3,251+0,000
12M6.1 1,046 | 0,776+0,047 | 11,821+0,003
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3.4. LAB izolatlarinin Probiyotik Aktivitelerinin Degerlendirilmesi
3.4.1. LAB izolatlarinin antibiyotik duyarhlik sonug¢lari

Cizelge 3.14’te tanimlanan LAB izolatlarmin Kirby- Bauer disk difiizyon
yontemiyle test edilmis antibiyotik duyarliliklart verilmistir. Ampisilin, eritromisin,
gentamisin, klindamisin, metisilin, metronidazol, okzasilin, penisilin, sefalotin,
stilfometoksazol + trimetoprim, tetrasiklin ve vankomisin olmak {izere toplam 12
farkli antibiyotik kullanilmigtir. Calisma sonucunda LAB izolatlarinin
antibiyotiklere olan duyarlikliklar1 birbirinden farklilik gostermis olmasina ragmen,
izolatlarin en az metronidazole, en fazla ise vankomisine duyarlilik gosterdigi
bulunmustur. 4M5, 4M10 ve 8M1 izolatlar1 tiim antibiyotiklere kars1 duyarlilik
gosterirken, 8MR4, 8MR5.1, 10MRS, 10MR6, 10MR19 ve 11MR4 izolatlar1 tiim

antibiyotiklere direnglilik gostermistir.
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Cizelge 3.14. LAB izolatlarimin antibiyotik duyarliliklari. Degerler mm cinsinden verilmistir (R: direngli)
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Cizelge 3.14. (Devam) LAB izolatlarinin antibiyotik duyarliliklari. Degerler mm cinsinden verilmistir (R: direngli)

SMR8 22 34 26 30 R R 12 12 R 24 R
TMR4 R 22 R R R R R R R R 8
TMR5 R 26 R R R R R R R R 24
TMR7.4 R 24 R R R R R R R R 12
7TMR8 R R R R R R R R R 24 R
7TMR13.1 20 R 20 R R R 12 10 R 4 12
7MR13.3 8 R R 10 R 8 R 16 14 8
8MR1 26 28 16 R 14 40 26 R 12 22
8MR4 R R R R R R R R R R R
8MR5.1 R R R R R R R R R R R
8MR5.2 R R R R R 20 24 R R 24 22
8MR7 24 10 8 R R R 16 10 R 4 14
8MR8 16 14 12 26 10 18 24
8MR9 6 R 8 24 4 12 20
8MR19 8 4 6 6 R R R 6 R R 4
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Cizelge 3.14. (Devam) LAB izolatlarinin antibiyotik duyarliliklari. Degerler mm cinsinden verilmistir (R: direngli)

8MR20 R 14 R R R R R R R R R 10
8M1 12 6 6 16 8 4 10
8M2 20 12 4 14 10 14 10
8M4 22 R 6 14 10 R 12
8M7 22 R 6 4 2 R R 18 4 4 R 12
8M8 22 R 6 R R R R 18 8 R 4 12

8M10 12 8 R R R R 14 8 4 12
9M1 20 R 4 R 2 R R 14 4 2 12
9M3 R 10 6 R 8 R R 18 10 4 12
M7 18 10 6 R 2 2 R 14 10 14 4 12
9M8 26 14 6 6 R R 4 12 8 R 3 12

10MR1 R R 16 R R R R R R R 18 26

10MR2 24 44 16 R R 10 16 R 6 16

10MR3 42 48 26 38 R R 42 38 R 22 26

10MR4 R R 16 R R R R 20 R R 20 R

10MR5 R R R R R R R R R R R R

10MR6 R R R R R R R R R R R R
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Cizelge 3.14. (Devam) LAB izolatlarinin antibiyotik duyarliliklari. Degerler mm cinsinden verilmistir (R: direngli)

10MRY7 28 18 12 R R R 20 8 R 10 R
10MR8 14 12 R R R 18 14 24 6 20
10MR12 50 20 R R R R R 26 26
10MR13 28 4 14 28 R R R 38 30 14 22
10MR14 22 12 10 R R R 12 10 4 12
10MR15 R 12 R R R R 16 10 20 2 12
10MR16.1 R R R R R R R R R R 10 R
10MR16.2 40 24 10 6 10 R R 26 14 R 16 R
10MR18 R 16 22 R R R R 6 14 R 10 R
10MR19 R R R R R R R R R R R R
10M3 14 12 R R R 4 R 16 12 R R 12
10M7 11 12 4 R R 4 4 12 8 2 4 12
10M10 14 10 6 R R R R 16 8 18 3 12
11MR4 R R R R R R R R R R R R
11MR12 18 20 12 24 R R R 8 10 R R R
11MR19 24 R 14 R R R R 10 10 R 10 R
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Cizelge 3.14. (Devam) LAB izolatlarinin antibiyotik duyarliliklari. Degerler mm cinsinden verilmistir (R: direngli)

11MR20 28 16 10 18 12 R
11M6 18 4 6 14 8 8
11M10 28 12 6 16 12 12
12M6.1 22 2 4 12 4 12
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3.4.2. LAB izolatlarinin antifungal aktivite sonuclari

Cizelge 3.15’te vajinadan izole edilip tanimlanan 72 LAB’sinin yine
vajinadan izole edilen 18 Candida tiirtine (C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis)
kars1 gostermis oldugu antifungal aktivite sonuglar1 verilmistir. Sonuglara
bakildiginda, 2MR5, 7MR8, 7MR13.1 ve 7MR13.3 izolatlarinin hi¢bir Candida
tiriine karsi antifungal aktivite gostermedigi gozlenmistir. Ayrica tim LAB
izolatinin C. tropicalis 1C2, C. tropicalis 29P ve C. albicans 25P1 izolatlarina kars1
zon olusturmadigi gozlenmistir. Diger LAB izolatlarinda ise zon olusumlarinin 2 —
38 mm arasinda degiskenlik gosterdigi gozlenmistir (Sekil 3.8). En diisiik zon
olusumunun (2 mm) 10MR14 izolatinin, 30P C. albicans 30P {izerine, en yiiksek
zon olusumunun (38 mm) ise; 10MRS izolatinin, C. glabrata 16P izolat1 {izerine

oldugu saptanmustir.

Sekil 3.8. LAB izolatlarmin Candida izolatlar1 tizerindeki antifungal aktiviteleri
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Cizelge 3.15. LAB izolatlarinin antifungal aktiviteleri. Zon ¢aplari mm cinsinden verilmistir

E | 2 s | g 2| 8| e|le|e|e|lelelelelt

2 g | 8| 5| 5|82 = | &£ &) &8 &|&8|8 8| E

: | E| 8| S| | 5|58 |58|8|58|58|58|%5|%8]|-=
S S| s | Y| o S| o] o | |o|oc|c|s|c|
2MR5 O () () @) () () @) G O 1 OO0 1601606
'MR74 | () () () @) () () Q) Q) O 16106 ] 8 8 |10 | ()
MR8 () () () ) () () 0 () OO0 06
’MR13.1 | () () () @) () () Q) Q) O 1O 16016 06
TMR133 | () () () () () () 0 () OO0 06
10MR9 | () () 12 @) () () @) () O 1661221014 ()
5MR1 () () 18 ) () () 0 () O | O] | 8| 810 ()
8MR20 | () () 8 ) () () 0 () O ||| 6| 48 ()
5MR6 () () 18 @) () () Q) () O | 6] (|18 12 8 0
10MR12 | () () () ) () () 0 () O |66 |10]6 ()
8MR1 () () 14 @) () () @) () O |16 [12)12] 4 G
8MR3 () () 18 ) () () 0 () O | O] | 8 |14 4 ()
10MR5 | () () 38 @) () () @) () 6 | O] (|10 14 8 G
IMR11 | () () () @) () () Q) () O 11064 4 1101 0
10MR16.2| () () () 0 () () 0 () O || |14]10]8 ()
10MR18 | () () 16 () () () 0 () O | O] ]2 |]10]10] ()

(o]
N




Cizelge 3.15. (Devam) LAB izolatlarinin antifungal aktiviteleri. Zon ¢aplari mm cinsinden verilmistir

5MR8 () () 18 0 () () 0 () O | O] |16 6 |8 ()
8MR2 () () 14 ) () () 0 () O | O] |26 )10 4 ()
5MR4 () () 12 0 () () 0 () O | O] 18] 810 ()
8MR19 | () () 10 () () () 0 () O | O] 1080 0
10MR2 | () () 16 0 () () 0 G O 1O [16]8]12] ()
10MR13 | () () 12 () () () 0 () O | O] | 8|6 12 ()
7MR1 () () () () () () 0 () O | O] | 6| 46 ()
10MR16.1| () () () 0 () ) () ) O 11164 ]1060] 0
8MR7 () () 12 ) () () 0 () O | O] 141248 ]12] ()
8MR5.1 | () () 16 0 () () 0 G O OO [14]24]10] ()
10MR8 | () () 22 () () () 0 () O | O] 142 |10 ()
10MR4 | () () 22 Q) () G () () O | O] ]10]18]10] ()
10MR1 | () () 20 0 () () () () O OO [10]12]14] ()
1IMR19 | () () 14 ) () () 0 () O O] | 8 |12]10] ()
10MR7 | () () 16 0 () () () () O O] [14]10]10] ()
8MR9 () () 18 ) () () 0 () O | O] |18)18]12 ] ()
8MR4 0 () () Q) () G () () O 1O |16 |14 8 G
8MR6.1 | () () () ) () () 0 () O | O] 1410 ()
8MR5.2 | () () 18 ) () () 0 () O [0 106 8 ()
7MR5 () () () ) () () 0 () O 1610 4 110 0
7MR4 () () () 0 () () 0 () O 1O B IO]6] 06
10MR15 | () () 18 () () () 0 () O [ O] 108 ]12] ()
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Cizelge 3.15. (Devam) LAB izolatlarinin antifungal aktiviteleri. Zon ¢aplart mm cinsinden verilmistir

1MR3 () () () () () () () () () () ] () | 10 | 14 | 10 ()
11MR4 () () () () () () () () () () | () | 12 ] 12 | 8 ()
8M1 8 6 ) ) ©) 8 4 5 e 4] 8] 6|6 0
4M5 6 4 0 0 4 5 4 6 O a6 ] 6| 4|8
4M10 6 6 ©) ) 4 6 6 5 ol s 66| 7|68 6
11M6 6 6 ) ) 4 7 6 6 Ol sl alalse] a]
8M8 6 4 () () 6 6 () () () () | ()| 6 8 5 ()
8M10 6 () () () 6 6 2 () (-) 4 | () 5 6 4 ()
2M2 10 ) ) ) 6 7 4 6 Olseslols] 7] 4] ¢
1M2.1.1 | 10 ¢) ¢) ) ) 5 4 ©) O lel 215616/ 0
11M10 8 ) ) ) ) 5 8 3 4 5 6|6 | 5@ 6
8M5 8 ¢) ©) ) ©) 2 4 4 60| 8] 6] 5] 6|86 4
3M6 10 ©) ) ) ©) 6 6 8 Ol 6] s8] s5 |50 4
9M8 10 ) ) ) ) 4 4 ) 4 6 | 8 | 6| 4] s 4
10M7 8 ¢) ¢) ) ) 4 6 4 | 6] 6] 5] 4|68 6
M7 10 ) ) 4 ) 6 6 ) 6 5 | 6| 5] 6 | 6 6
3M2 6 ¢) ¢) ) ©) ©) 4 4 6 9 | 6| 4] 8] s 6
9M3 6 B ) ) ) 3 8 4 6 8 | 6 | 6 | 4 |11] 4
8M7 8 ) ) ) 4 ) 0 ) 4 4 6| 4] a]es 6
8M4 6 ¢) ¢) ) 3 ©) 0 ©) 6 4 | 8| 5| 6 | 4 4
10M10 4 B 0 3 ) 0 ) 6 | | 8] 4| 6| 4 6
10M3 4 ¢) ¢) 4 ©) 0 ©) 4 4 | 8] 6| 4] 4 6

(<o)
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Cizelge 3.15. (Devam) LAB izolatlarinin antifungal aktiviteleri. Zon ¢aplart mm cinsinden verilmistir

8MRS 8 ¢ ¢ ) 4 ) ) ) 6 4 |10 7| 7| 4 4
8MR12 | 10 ¢ ¢ 6 6 ¢) 6 ¢) O | l1w0] 4] 4] 09 6
11MR12 6 () () () () () () () () () | 10 | 5 5 | 11 6
10MR3 6 () () () 4 () () () 4 () | 10 | 5 6 6 6
2MR2 8 ¢ ) ) 6 8 6 7 6 s |6 | 7] 6|0 4
8MR14 | 8 ¢) ¢) 8 4 8 4 8 6 6 |12 7] 50| 4
8M9 4 ) ) ) 5 8 6 8 4 9 | 6 |5 | 8| (| 4
12M6.1 | 10 ¢ ) ) 6 8 6 6 4 |10] 6 | 4|5 | ¢ | 4
9M1 8 ¢) ) 0 4 7 6 ) 4 4 | 6|6 |50 4
8M2 10 ) ) ) 4 6 6 ) O |71 4] 4] 4] 4 4
2MR1 8 ¢) ¢) ) 3 8 8 ¢) 6 710 | 4] 6|6 4
11IMR20 | 10 ¢) ) ) 6 6 6 ) 6 6 | 8| 5| 8| (]| s
SMR3 6 () () () () () (-) () 4 6 8 6 3 8 4
10MR14 8 () () () () () () () () () | 8 5 4 8 2
10MR6 | 6 ¢) ¢) 6 ) ) ) ) 4 4 |10 6 | 6 | 10| 6
8MR6.1 | 8 ¢) ¢) ) ¢) ¢) ) ) 4 6 | 6 | 8| 5 |10 5
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3.4.3. LAB izolatlarinin antibakteriyal aktivite sonuclari

Cizelge 3.16°da vajinadan izole edilen 76 LAB’sinden yiiksek hidrojen peroksit ve
laktik asit miktarina sahip 12 LAB’sinin yine vajinadan izole edilen 13 patojen
bakteriye (Staphylococcus intermedius, S. epidermidis, S. pasteuri, S. haemolyticus,
S. sciuri, S. hominis, S. caprae, S. lugdunensis, S. caprae, Streptococcus agalactiae,
Bacillus vallismortis, Enteroccuccus faecalis ve Kocuria kristinae) kars1 gostermis
oldugu antibakteriyal aktivite sonuglar1 verilmistir. Calismada ayrica Escherichia
coli ATCC 25922 ve Listeria monocytogenes ATCC 7644 suslari da test edilmistir.
Calisma sonucunda, 11M10, 9M3 ve 3M2 LAB izolati, hi¢bir patojen bakteriye
kars1 zon olusturmamistir. Diger patojen bakterilere kars1 olusan zon ¢aplari ise 2 —
10 mm arasinda degiskenlik gostermistir (Sekil 3.9). 2MRS LAB izolatinin, tim
patojen bakteriler iizerinde en yiiksek zon olusumuna neden oldugu ortaya
konmustur. Ayrica tiim LAB’lerinin, en fazla Streptococcus agalactiae 7K8.1

izolatina kars1 inhibisyon zonu olusturdugu gézlenmistir.

Sekil 3.9. LAB izolatlarmin Agar Difiizyon Teknigi’yle antibakteriyal aktiviteleri
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Cizelge 3.16. LAB izolatlariin Agar Difiizyon Teknigi’yle antibakteriyal aktiviteleri

izolat numarasi

Enzimler

E. coli ATCC 25922

L. monocytogenes ATCC 7644

S. intermedius 1K5.1

S. epidermidis 1K8

S. pasteuri 2C5

S. haemolyticus 7B2

S. sciuri 7 E4

S. hominis 7 E10

S. caprae 7N4

S. lugdunensis 11N1

S. caprae 11N4

S. agalactiae 7K8.1

B. vallismortis 5M5

E. faecalis 6N10

K. kristinae 11M3

9M8

Saf Filtrat

Notralize
Filtrat
(pH 5.5)

Proteinaz
K

Katalaz

11M10

Saf Filtrat

Notralize
Filtrat
(pH 5.5)

Proteinaz
K

Katalaz

9M3

Saf Filtrat

Notralize
Filtrat
(pH 5.5)

Proteinaz
K

Katalaz
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Cizelge 3.16. (Devam) LAB izolatlarinin Agar Difiizyon Teknigi’yle antibakteriyal aktiviteleri

Saf Filtrat

8M10 Notralize - - - - - - - - + - - - - -
Filtrat
(pH 5.5)

Proteinaz
K

Katalaz

Saf Filtrat

2MR1 Notralize - - - - - - - - + - - - - -
Filtrat
(pH 5.5)

Proteinaz
K

Katalaz

Saf Filtrat

5MR1 Notralize - - - - + - - - - - - + - -
Filtrat
(pH 5.5)

Proteinaz
K

Katalaz

Saf Filtrat

2MR5 Notralize - - - - - - - - - - - + - -
Filtrat
(pH 5.5)

Proteinaz
K

Katalaz
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Cizelge 3.16°da pH’s1 5,5’¢ ayarlanmis LAB filtratinin, yine vajinadan izole
edilen 13 patojen bakteriye (Staphylococcus intermedius, S. epidermidis, S.
pasteuri, S. haemolyticus, S. sciuri, S. hominis, S. caprae, S. lugdunensis, S. caprae,
Streptococcus agalactiae, Bacillus vallismortis, Enteroccuccus faecalis ve Kocuria
kristinae) karsi gostermis oldugu antibakteriyal aktivite sonuglari verilmistir.
Calismada ayrica Escherichia coli ATCC 25922 ve Listeria monocytogenes ATCC
7644 suslar1 da test edilmistir. Calisma sonucunda, tim LAB filtratinin, 1K5.1,
1K8, 7E4, 11N1, 11N4, 5M5, 6N10 ve 11M3 patojenlerine kars1 zon olusturmadigi,
bunun disindaki patojenlere karsi da bazi LAB filtratlarinin etkisi oldugu
gozlenmistir. Zon olusumunun 2-10 mm arasinda degiskenlik gosterdigi

gbzlenmistir.
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3.4.4. Baz1 enzimlerin antibakteriyal etki sonuclar:

Cizelge 3.16°da proteinaz K enzimi ilaveli LAB filtratinin, yine vajinadan
izole edilen 13 patojen bakteriye (Staphylococcus intermedius, S. epidermidis, S.
pasteuri, S. haemolyticus, S. sciuri, S. hominis, S. caprae, S. lugdunensis, S. caprae,
Streptococcus agalactiae, Bacillus vallismortis, Enterococcus faecalis ve Kocuria
kristinae) karsi gostermis oldugu antibakteriyal aktivite sonuglari verilmistir.
Calismada ayrica Escherichia coli ATCC 25922 ve Listeria monocytogenes ATCC
7644 suslar1 da test edilmistir. Calisma sonucunda, 9M8, 9M3 ve 8MI10
LAB’lerinin higbir patojene karst zon olusturmadigi, ayrica tiim LAB izolatlarinin
da 6N10 ve 2CS5 izolatlarina karsi zon olusturmadigi gozlenmistir. Zon
olusumlarinin ise 1 — 28 mm arasinda degiskenlik gosterdigi ortaya konmustur. En
diisiik zon ¢apini (1 mm) 5SMR6 izolatinin, 1K5.1 patojenine kars1 olusturdugu, en
yiiksek zon ¢apini (28 mm) ise 7MRS izolatinin, 7E4 patojenine kars1 olusturdugu

rapor edilmistir.

Ayrica Cizelge 3.16’da katalaz enzimi ilaveli LAB filtratinin, yine vajinadan
izole edilen 13 patojen bakteriye (S. intermedius, S. epidermidis, S. pasteuri, S.
haemolyticus, S. sciuri, S. hominis, S. caprae, S. lugdunensis, S. caprae, S.
agalactiae, B. vallismortis, E. faecalis ve K. kristinae) karsi gostermis oldugu
antibakteriyal aktivite sonuglar1 da verilmistir. Calismada ayrica E. coli ATCC
25922 ve L. monocytogenes ATCC 7644 suslart da test edilmistir. Caligma
sonucunda, 3M2, 8M10 ve 11M10 LAB’lerinin higbir patojene karsi zon
olusturmadigi gozlenmistir. Zon olusumlarinin ise 1 — 20 mm arasinda degiskenlik
gosterdigi ortaya konmustur. En diisiik zon ¢apin1 (I mm) 10MR14 izolatinin, L.
monocytogenes ATCC 7644 patojenine karsi olusturdugu, en yliksek zon ¢apinin

(20 mm) ise 2MR1 izolatinin, 11M3 patojenine karsi olusturdugu rapor edilmistir.
3.4.5. LAB izolatlarinin otoagregasyon ve koagregasyon aktivite sonuclari

Cizelge 3.17°de tamimlanan LAB izolatlarmin otoagregasyon ve
koagregasyon aktivite sonuglar1 verilmistir. Otoagregasyon aktivitesi sonuglarina
baktigimizda, 76 LAB izolatinin 17 tanesi (1M1.2, 2M2, 3M6, 4M5, 4M10, 8MR3,
8MR6.1, 8M2, 8M4, 8M7, 8M8, 8M9, 9M1, 10M3, 11MR19, 11M6 ve 5M7
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izolatlar1) otoagregasyon aktivitesi gostermemistir. Diger 60 LAB izolatinin ise 22
tanesi (LMR3, 1M2.1.1, 3M2, 7MR13.3, 8MR19, 8BMR20, 8M1, 8M5, 8M10, 9M3,
9M7, 9M8, 10MR3, 10MR4, 10MR7, 10MR18, 10M7, 10M10, 11MR4, 11MR12,
11M10 ve 12M6.1 izolatlar) zayif, 18 tanesi orta (2MR1, 2MRS, SMR1, SMR3,
5MR6, SMR8, 7TMR1, 8MR1, 8MR5.1, 8MR5.2, 8MR9, 10MR2, 10MRS5, 10MR9,
10MR16.1, 11MR20, 7MR13.1 ve 8MR14 izolatlar1) ve 19 tanesi de kuvvetli
(IMR1.1, 2MR2, 5MR4, 7TMR4, 7TMR5, 7MR7.4, TMR8, 8MR4, 8MR7, 10MR®,
10MR8, 10MR12, 10MR13, 10MR14, 10MR15, 10MR16.2, 7MR7.1, 8MR12 ve

8MRS izolatlar1) otoagregasyon aktivitesi gostermistir.

Koagregasyon aktivitesi sonucglarina baktigimizda, 76 LAB izolatinin 31
tanesi (1IMR3, 1IMR1.1, 2MR1, 2MR2, 5MR1, 5MR3, 5MR4, 7MR1, 7TMR13.3,
8MR1, 8MR3, 8MR4, 8MR5.1, 8MR20, 8M1, 8M7, 9M1, 10MR4, 10MR?7,
10MR12, 10MR13, 10MR15, 10MR16.1, 10MR16.2, 10MR18, 11MR4, 11MR12,
11MR19, 11MR20, 8MR12 ve 8MRS izolatlar1) E. coli ATCC 25922 susuyla
koagregasyon aktivitesi gostermemistir. Diger 45 LAB izolati ise (1IM1.2, IM2.1.1,
2MR5, 2M2, 3M2, 3M6, 4M5, 4M10, 5MR6, 5SMR8, 7TMR4, 7TMR5, 7TMR7 .4,
7MR8, 8MR5.2, 8BMR6.1, 8MR7, 8MR9, 8MR19, 8M2, 8M4, 8M5, 8M8, 8M9,
8M10, 9M3, 9M7, 9M8, 10MR2, 10MR3, 10MR5, 10MR6, 10MR8, 10MR9,
10MR14, 10M3, 10M7, 10M10, 11M6, 11M10, 12M6.1, 7MR7.1, 7TMR13.1,
8MR 14 ve 5SM7 izolatlar) koagregasyon aktivitesi gostermistir.

Cizelge 3.17. LAB izolatlarinin otoagregasyon ((-): otoagregasyon aktivitesi yok; (+): zayif, (++):
orta, (+++): kuvvetli otoagregasyon aktivitesi) ve koagregasyon aktiviteleri ((-):

koagregasyon aktivitesi yok; (+): koagregasyon aktivitesi var)

izolat numaras1 | Otoagregasyon | Koagregasyon

IMR3 (+) ()
1IMR1.1 (+++) O]
1M1.2 ) +)
1M2.1.1 ) +)
2MR1 (++) )
2MR2 (++4) ()
2MR5 (++) +)
2M2 () (+)
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Cizelge 3.17. (Devam) LAB izolatlarinin otoagregasyon ((-): otoagregasyon aktivitesi yok; (+):
zayif, (++): orta, (+++): kuvvetli otoagregasyon aktivitesi) ve koagregasyon aktiviteleri

((-): koagregasyon aktivitesi yok; (+): koagregasyon aktivitesi var)

3M2 ) (+)
3M6 ) )
4M5 () (+)
4M10 O] )
5MR1 (++) )
5MR3 (++) )
5SMR4 (+++) )
5MR6 (++) (+)
5MR8 (++) (+)
7MR1 (++) )
7TMR4 (+++) (+)
7TMR5 (+++) (+)
7TMR7.4 (+++) (+)
7TMR8 (+++) (+)
7MR13.3 €] )
8MR1 (++) )
8MR3 O] O]
8MR4 (+++) )
8MR5.1 (++) )
8MR5.2 (++) €]
8MR6.1 O] +)
8MR7 (+++) €]
8MR9 (++) (+)
8MR19 +) (+)
8MR20 +) )
8M1 (+) O]
8M2 ) €]
8M4 ) +)
8M5 ) (+)
8Mm7 () ()
8M8 ) €]
8M9 ) €]
8M10 ) (+)
M1 () ()
9M3 ) (+)
oaM7 ) (+)
9M8 ) (+)
10MR2 (++) (+)
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Cizelge 3.17. (Devam) LAB izolatlarinin otoagregasyon ((-): otoagregasyon aktivitesi yok; (+):
zayif, (++): orta, (+++): kuvvetli otoagregasyon aktivitesi) ve koagregasyon

aktiviteleri ((-): koagregasyon aktivitesi yok; (+): koagregasyon aktivitesi var)

10MR3 ) (+)
10MR4 (+) ()
10MR5 (++) (+)
10MR6 (+++) (+)
10MR7 (+) )
10MR8 (+++) (+)
10MR9 (++) (+)
10MR12 (+++) )
10MR13 (+++) )
10MR14 (+++) +)
10MR15 (+++) )
10MR16.1 (++) )
10MR16.2 (+++) )
10MR18 +) )
10M3 ) (+)
10M7 ) (+)
10M10 +) (+)
11MR4 (+) )
11MR12 (+) )
11MR19 ) )
11MR20 (++) )
11M6 ) (+)
11M10 ) (+)
12Mé6.1 +) (+)
7MR7.1 (+++) (+)
7MR13.1 (++) (+)
8MR14 (++) (+)
5M7 () )
8MR12 (+++) )
8MR8 (+++) ()

3.4.6. LAB izolatlarinin hidrofobisite degerleri

Calisma sonucunda, test edilen 12 LAB izolatindan 7 izolatin (1MR3, 9M3,
2MR1, 5MRI1, 10MR14, 10MR6 ve 8M10 izolatlar1) hidrofobisite yeteneginin
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oldugu, 5 izolatin ise (2MRS5, 9M8, SMR6, 3M2 ve 11M10) ise hidrofobisite

yeteneginin olmadig1 gdzlenmistir.

3.4.7. LAB izolatlarinin asit direnclilikleri

Cizelge 3.18’de vajinadan izole edilen 12 LAB izolatinin, pH 2 ve pH 3 MRS
broth ortaminda 0. sa, 1. sa, 2. sa ve 3. saatin sonundaki canliliklar1 verilmistir.
Calisma sonucunda pH 2 ortaminda test edilen tiim LAB izolatlarininin 3. saatin
sonunda iireme gostermedikleri ortaya konmustur. Ayrica pH 3 ortaminda ise
2MR1, 8M10, 9MS, 10MR14 ve 11M10 izolatlar1 disindaki diger test edilen LAB

izolatlarinda iireme gozlenmistir.
3.4.8. LAB izolatlarinin safra tuzu direnclilikleri

Cizelge 3.19°da vajinadan izole edilen 12 LAB izolatinin, %0,1 ve %0,3 safra
tuzu iceren MRS broth ortaminda 0. sa, 1. sa, 2. sa ve 4. saatin sonundaki canliliklar1
verilmigtir. Caligma sonucunda, %0,1 ve %0,3 safra tuzu ortaminda da tiim LAB
izolatlarinda sayilarinda azalma olsa da 3. saatin sonunda test edilen tiim izolatlarda

tireme gozlenmistir.
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Cizelge 3.18. LAB izolatlarinin asit direnglilikleri

Bakteri sayis1 (kob/mL)
. pH 2 pH 3
Izolat numarasi
0.sa 1. sa 2.sa | 3.sa 0.sa 1.sa 2.sa 3.sa
1IMR3 2,07x107 ) ) (-) | 6,75x108 | 7x108 9x10° | 4,25x10°
2MR1 1x108 ) ) ) 2x108 1x108 ) )
2MR5 5,55x 108 ) ) () | 51x10® | 6,5x108 | 2x108 | 0,7x108
3M2 1,54x10° ) ) () | 23x105 | 9x10® | 3,37x10° | 0,14x108
5MR1 1,4x107 ) ) () | 2,5x10® | 5,8x108 | 0,41x10® | 0,3x108
5MR6 3,35x108 0,03x108 ) ) 7x108 8,7x10® | 4,6x10% | 1,83x108
8M10 1x108 2x108 ) (-) | 27,5x10° | 4,75x108 ) )
9M3 29,5x108 2,3x108 3x108 ) 18x10° 65x108 | 10,5x10° | 0,95x10°
9M8 85x108 1x108 ) () | 2,93x108 | 1,5x108 ¢) )
10MR6 5,25x108 ) ) ) 5,35x10% | 7,5x108 | 1,5x10° | 1,85x10°
10MR14 32,5x108 ) ) () | 6,8x107 ) ) )
11M10 Q) Q) ¢ () | 11,6x10° ¢ ¢ ¢
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Cizelge 3.19. LAB izolatlarinin safra tuzu direnglilikleri

Bakteri sayisi (kob/mL)
' % 0,1 safra tuzu % 0,3 safra tuzu
Izolat numarasi
0.sa 1. sa 2.sa 3.sa 0.sa 1.sa 2.sa 3.sa
1IMR3 6,75x107 | 4,33x107 | 17,3x107 | 34,15x10° | 4,2x107 9x107 5,5x107 | 23,5x107
2MR1 5,25x107 | 13x107 3,4x10° | 1,58x10° | 4,53x107 | 12,9x107 | 15,5x107 | 12,8x10°
2MR5 19x107 | 10,5x107 | 6,5x107 4,2x10° 17,5x107 | 9,2x107 | 10x107 9x108
3M2 >108 >108 11,2x10° | 120x10° >108 >108 80x10° | 160x10°
5MR1 120x107 | 32,5x107 | 5,5x10° 7x10° 61x107 27x107 | 48x10° | 34x10°
5MR6 11,6x107 | 10,25x107 | 21,7x107 | 41,6x107 13x107 | 7,25x107 | 3,97x10® | 2x10°
8M10 >108 >108 100x10° | 110x10° >108 >108 90x10° | 150x10°
9M3 >108 >108 40x10° 90x10° >108 >108 110x10° | 110x10°
omM8 >108 >108 27,7x10° 76x10° >108 >108 25,5x10° | 180x10°
10MR6 33,5x107 | 15x107 44x107 55,5x107 | 12,65x107 | 20,5x107 | 16x10° | 3,97x10°
10MR14 17x107 | 16,8x107 | 13,35x107 | 9x107 1,37x107 | 67x10'° | 80x10%' | 30x10°
11M10 >108 12x107 27x10% | 58,6 x10° >108 >108 15x10° | 65x10°
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3.5. LAB’lerinden Ekzopolisakkarit Eldesi

3M2 LAB izolatindan 60 mg/mL EPS, 8M10 izolatindan ise 80 mg/mL EPS
elde edilmistir. Toplam mL’deki EPS miktarindan yola ¢ikarak, hiicre kiiltiiriinde

kullanilacak dozlara bagli gerekli hesaplamalar yapilmistir.
3.6. MTT Sonuclari

3M2 ve 8M10 LAB izolatlarinin ekzopolisakkaritlerinin, 6 farkli dozda (2,5
—-5-7,5-10-15 - 20 mg /mL) kanserli hiicre olarak HeLa ve saglikl1 hiicre olarak
da HUVEC hiicreleri lizerine uygulanmasinin ardindan, 24 saat sonrasinda ELISA
cihazinda hiicrelerin MTT okumalar1 yapilmistir. MTT deney sonuglarinin
istatistiksel degerlendirilmesinde (Statistical Package for the Social Sciences) SPSS
21 programi kullanilmig ve elde edilen verilerin tek yonliit ANOVA ile post-hoc
olarak Tukey testi uygulanarak anlamliliklar1 belirlenmistir. Anlamlilik degeri

olarak p < 0,05 kabul edilmistir.

MTT testi sonucunda, HeLLa ve HUVEC hiicreleri tizerinde zamana ve doza
bagimli olarak en diisiik dozdan itibaren genellikle hiicre canliliginda bir azalma
azalma oldugu gozlenmistir. Tez ¢aligmasinda hiicre sayist olarak 5.000
hiicre/kuyucuk (96 kuyucuklu plaka) sonuclarit degerlendirmeye alinmustir.
Deneyler 3 tekrarli olarak yapilmustir.

3.6.1. 3M2 izolatinin Hel a hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri

Sekil 3.10’da 3M2 izolatinin ekzopolisakkaritinin 24 saat inkiibasyon
sonrasindaki, Hela hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri verilmistir. Sonuglara
bakildiginda, hiicrelere sadece ultra saf suyun uygulandigi negatif kontrolde, hiicre
sayisinda %?2 oraninda azalma gozlenmistir. En diisiik EPS dozu olan 2,5 mg/mL’de
hiicre sayisinda %7.5 oraninda azalma saptanmigtir. 5 mg/mL’lik dozda %10, 7,5
mg/mL’lik dozda %17, 10 mg/mL’lik dozda %25, 15 mg/mL’lik dozda %46 ve en
yiiksek doz olan 20 mg/mL’lik dozda ise hiicre sayisinda %61 oraninda anlamli bir

azalma belirlenmistir.
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Sekil 3.10. 3M2 izolatimin HeLa hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkileri. (*) isareti kontrol grubuna

gore anlamli farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p< 0,05

3.6.2. 3M2 izolatinin HUVEC hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri

Sekil 3.11’de 3M2 izolatinin ekzopolisakkaritinin 24 saat inkiibasyon
sonrasindaki, HUVEC hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkileri verilmistir. Sonuglara
bakildiginda, negatif kontrolde hiicre sayisinda % 14 azalma saptanmistir. En diistik
EPS dozu olan 2,5 mg/mL’de hiicre sayisinda %6, 5 mg/mL’lik dozda %5, 7,5
mg/mL’lik dozda %12 azalma meydana gelmistir. 10 mg/mL’lik dozun %38, 15
mg/mL’lik dozda %87 ve en yiiksek doz olan 20 mg/mL’lik dozun ise hiicre

sayisinda %88 oraninda anlamli bir azalmaya neden oldugu ortaya konmustur.
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Sekil 3.11. 3M2 izolatinin HUVEC hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri. (*) isareti kontrol

grubuna gore anlamli farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p< 0,05

3.6.3. 8M10 izolatinin Hel a hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri

Sekil 3.12°’de 8M10 izolatinin ekzopolisakkaritinin 24 saat inkiibasyon
sonrasindaki, Hela hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri verilmistir. Sonuglara
bakildiginda, negatif kontrolde hiicre sayisinda %2 oraninda azalma gozlenmistir.
En diisik EPS dozu olan 2,5 mg/mL’de hiicre sayisinda %8 oraninda azalma
saptanmistir. 5 mg/mL’lik dozda %12, 7,5 mg/mL’lik dozda %13, 10 mg/mL’lik
dozda %22, 15 mg/mL’lik dozda %27 ve en yiiksek doz olan 20 mg/mL’lik dozda

ise hiicrelerde %31 oraninda anlamli bir azalma belirlenmistir.
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Sekil 3.12. 8M10 izolatinin HeL a hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkileri. (*) isareti kontrol grubuna

gore anlamli farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p< 0,05

3.6.4. 8M10 izolatinin HUVEC hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri

Sekil 3.13’te 8M10 izolatinin ekzopolisakkaritinin 24 saat inkiibasyon
sonrasindaki, HUVEC hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkileri verilmistir. Sonuglara
bakildiginda, negatif kontrolde hiicrelerde %6 oraninda azalma meydana gelmistir.
En diisiik EPS dozu olan 2,5 mg/mL’de hiicre sayisinda anlaml bir sekilde %8
oraninda artis saptanmustir. 5 ve 7,5 mg/mL’lik dozlarda, hiicre sayisinda %3
oraninda azalma meydana gelmistir. Ayrica, 10 mg/mL’lik dozda %15, 15 mg /
mL’lik dozda %65 ve en yiiksek doz olan 20 mg/mL’lik dozda ise hiicre sayisinda

%85 oraninda anlamli bir azalma belirlenmistir.
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Sekil 3.13. 8M10 izolatimn HUVEC hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri. (*) isareti kontrol

grubuna gore anlamli farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p< 0,05

3.7. Hiicre Morfolojilerinin Incelenmesi

Olympus IX71 inverted mikroskobunda hiicrelerin gelisim morfolojileri,
madde 6ncesi morfolojileri, madde sonrasi morfolojileri incelenip, Olympus DP70

kamera yardimi ile fotograflari ¢ekilmistir (Sekil 3.14-3.19.)
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Sekil 3.14. Hel a hiicrelerinin normal morfolojileri X100 (6l¢ii birimi 100pum)
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Sekil 3.15. 3M2 izolatinin ekzopolisakkaritinin 24 saat inkiibasyon sonrast HelLa hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkisinin morfolojik goriiniimii X100 (6l¢li birimi 100um), A) +
Kontrol B) 2,5 mg/mL EPS C) 5 mg/mL EPS D) 7,5 mg/mL EPS E) 10 mg/mL EPS F)
15 mg/mL EPS G) 20 mg/mL EPS
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Sekil 3.16. 8M10 izolatinin ekzopolisakkaritinin 24 saat inkiibasyon sonrasit HeLa hiicreleri

iizerindeki sitotoksik etkisinin morfolojik goriiniimii X100 (6l¢ii birimi 100um), A) +
Kontrol B) 2,5 mg/mL EPS C) 5 mg/mL EPS D) 7,5 mg/mL EPS E) 10 mg/mL EPS F)
15 mg/mL EPS G) 20 mg/mL EPS
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Sekil 3.17. HUVEC hiicrelerinin normal morfolojileri X100 (5l¢ii birimi 100um)
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Sekil 3.18. 3M2 izolatinin ekzopolisakkaritinin 24 saat inkiibasyon sonrast HUVEC hiicreleri

tizerindeki sitotoksik etkisinin morfolojik goriiniimii X100 (6l¢ii birimi 100um), A) +

Kontrol B) 2,5 mg/mL EPS C) 5 mg/mL EPS D) 7,5 mg/mL EPS E) 15 mg/mL EPS F)
20 mg/mL EPS
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Sekil 3.19. 8M10 izolatimin ekzopolisakkaritinin 24 saat inkiibasyon sonrast HUVEC hiicreleri

tizerindeki sitotoksik etkisinin morfolojik goriiniimii X100 (6l¢ii birimi 100um), A) +
Kontrol B) 2,5 mg/mL EPS C) 5 mg/mL EPS D) 7,5 mg/mL EPS E) 10 mg/mL EPS F)
15 mg/mL EPS, G) 20 mg/mL EPS
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4. TARTISMA ve SONUC

Calismamizda vajinadan mikroorganizmalar izole edilerek, bunlarin i¢inden
laktik asit bakterilerinin, diger bazi bakterilerin ve mayalarin biyokimyasal
aktiviteleri incelenmis ve bazi izolatlarin biyokimyasal ve molekiiler tanimlamalar1
yapilmistir. Ayrica laktik asit bakteri izolatlarindan yiiksek laktik asit ve hidrojen
peroksit iiretim miktarlarina sahip 2 izolatin, rahim agz1 kanser hiicre hatt1 olan
HeLa hiicreleri iizerindeki sitotoksik aktiviteleri arastirilmistir. Kontrol grubu
olarak saglikli hiicre hatti olan HUVEC hiicreleriyle ¢alisilmistir. Calisma igin 30
saglikli kadindan toplam 346 mikroorganizma izole edilmistir. Bunlarin 174 tanesi
katalaz negatif Gram pozitif bakteri (115’i basil, 19°u kokobasil ve 40’1 kok), 152
tanesi katalaz pozitif Gram pozitif bakteri (45’1 basil, 8’1 kokobasil ve 99’u kok) ve

18 tanesi maya izolat1 olarak siniflandirilmistir (Cizelge 3.2).

Saglikli bir kadinin vajinal ekosisteminde, vajinada énemli yararli etkilere
sahip, Lactobacillus tiirleri baskin haldedir. Vajinal ekosistem sagliginin
korunmasi, kisinin vajinal ve genel sagligi agisindan da Onem tasimaktadir
(Aroutcheva ve ark., 2001). Saglikli premenopozal kadinlarin vajinal sivisinin 1
graminda 10’ — 10® kob laktobasil bulunmaktadir (Sobel ve Chaim, 2006).
Lactobacillus tiirleri, katalaz negatif, oksidaz negatif, gram pozitif, ¢ubuk seklinde,
fakiiltatif aerotolerant, hareketsiz ve spor olusturmayan bakterilerdir. Bu bakteriler
glukoz fermantasyonuyla laktik asit tiretmektedirler (Hanghshenas ve ark., 2014).
Calismamizda 346 bakteri izolatindan 174 tanesinin gram pozitif, katalaz negatif
oldugu bulunmus ve bu izolatlardan 111 tanesi MRS ve M17 agardan izole edildigi
icin, LAB’si olarak belirlenmistir. LAB izolatlarinin hepsinin hareketsiz olup, 14
tanesinin oksidaz pozitif, 97 tanesinin de oksidaz negatif oldugu belirlenmistir
(Cizelge 3.4).

Calismamizdaki LAB’lerinin farkli pH’lardaki gelisimlerine bakilmistir. 111
LAB’sinden 87 tanesinin pH 3,9’da gelisim gosterdigi, 23 tanesinin ise pH 3,9°da
gelisim gostermedigi, 1 tanesinin ise belirsiz sonug verdigi gozlenmistir. Ayrica,
111 LAB izolatindan 105 izolatin pH 9,6’da gelisim gosterdigi, 6 izolatin ise pH

9,6’da gelisim gostermedigi saptanmistir (Cizelge 3.4). Aroutcheva ve
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arkadaglarinin yaptigi bir calismada (2001), vajinadan izole edilen LAB
izolatlarinin ¢ogunun pH 4 — 5’te en iyi gelisim gosterdigi, baska bir ¢caligmada da
vajinal laktobasillerin en iyi pH 4,5’te gelistikleri rapor edilmistir
(Voravuthikunchai ve ark., 2006). Ayrica farkli bir ¢alismada da pekgok ticari
tirtinden izole edilen LAB’lerinin pH 3,2°de zayif gelisim gosterdigi bildirilmistir
(Lin ve ark., 2006).

LAB’lerinin farkli tuz konsantrasyonlarindaki gelisimlerine bakildiginda,
111 LAB’sinden %6 NaCl igeren ortamda 40’ mnin tiredigi, 57 izolatin tiremedigi, 4
izolatin belirsiz sonug verdigi, %7,5 NaCl igeren ortamda 28 izolatin tiredigi, 69
izolatin iremedigi, 4 izolatin belirsiz sonug verdigi, %10 NaCl igeren ortamda ise
18 izolatin iiredigi, 90 izolatin liremedigi ve 3 izolatin ise belirsiz sonug verdigi
bulunmustur (Cizelge 3.4.). Dinger’in yaptig1 bir ¢alismada (2007), 39 LAB’sinden
%6 NaCl iceren ortamda 25’inin liredigi, 8’inin tiremedigi, 6’smin belirsiz sonug
verdigi, %7,5 NaCl igeren ortamda 14’linilin tiredigi, 22’sinin liremedigi, 3 liniin
belirsiz sonug verdigi, %10 NaCl iceren ortamda ise sadece 1 tanesinin tiredigi,
35’inin tremedigi ve 3’ilinilin belirsiz sonu¢ verdigi bildirilmistir (Dinger, 2007).
Her iki ¢aligmadaki sonuglara bakildiginda, tuz konsantrasyonun artmasiyla bakteri

tiremesinin azaldig1 goézlenmistir.

Calismamizda LAB izolatlarinin farkli sicakliklardaki gelisimleri de
degerlendirilmistir. 111 LAB izolatindan 4°C’de 27’si gelisim gostermis, 84 tanesi
gelisim gostermemis, 15°C’de 28 izolat gelisim gostermis, 83 tanesi gelisim
gostermemis, 45°C’de ise; 99 izolat gelisim gostermis, 12 tanesi gelisim
gostermemistir (Cizelge 3.4). Yapilan bir calismada, 4°C’de 34 LAB’sinin gelisim
gosterdigi, 102 tanesinin gelisim gostermedigi, 45°C’de ise; 101 izolatin gelisim
gosterdigi, 9 izolatin gelisim gostermedigi ortaya konmustur. Bu sonuglardan yola
cikilarak, LAB’lerinin en iyi gelisimlerinin, 45°C’de oldugu gozlenmistir (Pektas,
2014).

LAB izolatlarinin higbirinin H2S iiretmedikleri saptanmistir (Cizelge 3.4).
Pektas’in yaptig1 bir ¢alismada da 136 LAB izolatlarindan hepsinin H2S tiretmedigi
bildirilmistir (Pektas, 2014).
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LAB’lerinin arjininden amonyak olusumlart degerlendirildiginde, 111
LAB’sinden 60 tanesinin arjininden amonyak olusturmadigi, 48 izolatin
arjinininden amonyak olusturdugu, 3 izolatin ise belirsiz sonug verdigi gézlenmistir
(Cizelge 3.4). Homofermantatif sarap laktobasili L. delbrueckii ve L. plantarum’un
arjinini pargalayamadigi ortaya konmustur (Edwards ve ark., 1993). Ayrica bazi
laktobasillerin siit fermantasyonundan da arjinini parcalayamadigi rapor edilmistir.
Ancak, peynirden Lactococcus lactis subsp. lactis, ve baliktan L. plantarum arjinini
parcalayabilmektedir. Bunun yaninda, L. hilgardii, L. buchneri ve L. brevis gibi
heterofermantatif laktobasillerin arjinini hidrolize edebildigi bildirilmistir (Liu ve
Pilone, 1998). Dolayisiyla, LAB’lerinin arjininden amonyak olusturmasinin,
mikroorganizmanin bulundugu kaynaga ve de fermantasyon sekline gore
degisebildigi sonucuna varilmistir.

Bakterilerin su, toprak, canli dokular, cerrahi aletler, endiistriyel ve igilebilir
su pompalama sistemleri gibi farkli yiizeylerde biyofilm gelistirebildigi ortaya
konmustur (Vu ve ark., 2009). Mikroorganizmalar biyofilm olustururken, kendi
tirettii bir matriks tabaka iginde gomiilii sekilde yer almaktadir. (McDougald ve
ark.., 2011). LAB’lerinin baz1 tiirlerinin biyofilm olusturdugu rapor edilmistir ve
birka¢ raporda da biyofilm olusumdan sorumlu genler tanimlanmistir. (Kubota ve
ark., 2008). Lebeer ve arkadaglar1 (2007), probiyotik bir LAB’si olan Lactobacillus
rhamnosus GG’nin luxS geninin biyofilm olusumundan sorumlu oldugunu
bildirmistir. Ancak, laktik asit bakterilerinin biyofilm olusumlari {izerine literatiirde
¢cok caligma yer almamaktadir (Lebeer ve ark., 2007; Kubota ve ark., 2008).
Calismamizda  LAB’lerinin  biyofilm  olusumlar1  mikrotitre = plakada
degerlendirilmistir. Katalaz (-) Gram (+) bakteri izolatlarinin mikrotitre plaka
yontemiyle biyofilm olusumlar1 degerlendirildiginde, 138 izolattan 77 tanesinin
biyofilm olusturmadigi (-), 26 tanesinin zayif derecede (+), 12 izolatin orta derecede
(++) ve 23 izolatin ise yiiksek derecede (+++) biyofilm olusturma yetenegine sahip
oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.6). Pektas’in yaptigi bir caligmada 125 LAB
izolatinin mikrotitre plaka yontemiyle glukoz ortamindaki biyofilm sonuglarina
bakildiginda, 91 izolatin biyofilm olusturmadigi (-), 23 izolatin zayif derecede (+),
5 izolatin orta derecede (++) ve 16 izolatin da yiiksek derecede (+++) biyofilm

olusturdugu bildirilmistir (Pektas, 2014).
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API CHL 50 testi, API CHL 50 (bioMerieux) Kitleri ile yonetici talimatlart
dogrultusunda karbonhidrat fermantasyon testlerine bagli olarak, bakterinin
biyokimyasal ve fizyolojik Ozelliklerinin tanimlanmasina dayali bir testtir. 111
laktik asit bakterisinden ancak 100 izolat stoktan gelisirken, digerleri gelismemistir.
Bu testin sonucunda ise 100 LAB izolatindan ancak 76’s1 tanimlanabilmistir.
Tanimlanan bakterilerin en fazla oranda L. fermentum (%32,8 oraninda), sonrasinda
sirasiyla, L. crispatus (%29,5 oraninda), L. paracesei spp. paracesei (%26,2
oraninda), Lactobacillus acidophilus (%14,7 oraninda), Lactobacillus pentosus
(%9.8 oraninda) ve Lactobacillus plantarum (%3,3 oraninda)’a ait oldugu
saptanmustir (Cizelge 3.10). Tannock (1999), laktobasillerin siniflandirilmasinda
genotipik identifikasyonun daha giivenilir oldugunu bildirmistir (Tannock, 1999).
Bu amagcla, calismamizda bazi LAB izolatlarimin 16s rRNA dizi analizi ile
tanimlanmalar1 yapilmistir. Bu sonuglara gore ise 14 LAB izolatindan 3 tanesi
Lactobacillus crispatus (LMR3, 2MR5, 7MR5), 5 tanesi L. jensenii (2MR1, 5MR1,
10MR5, 10MR6, 10MR14) ve 6 tanesi de %99 benzerlikle Enterococcus faecalis
(3M2, 5MR6, 8M10, 9M3, 9M8, 11M10) olarak tanimlanmustir (Cizelge 3.11). 16s
rRNA dizi analizi ile tanimlanan tiirlerin, API CHL 50 testiyle sonuglarinin farklilik

gosterdigi gozlenmistir.

Calismamiza benzer olarak yapilan ¢caligmalarda da vajinadan, yaygin olarak
L. acidophilus, L. plantarum, L. caseli, L. cellobiotus, L. oris, L. reuteri, L. ruminis,
L. salivarius, L. brevis, L. delbrueckii ve L. vaginalis tirlerinin izole edildigi
bildirilmistir (Silvester ve Dicks, 2003; Atassi ve ark., 2006; Marti'n ve ark., 2012).
Calismamizda, vajinada yaygin bulunan bu LAB’lerinin ¢ogu izole edilmistir

(Cizelge 3.10).

Japon kadmlarin vajinal florasinda L. gasseri ve L. crispatus’un baskin
oldugu (Song ve ark., 1999), beyaz popiilasyonun vajinal florasinda ise L.
acidophilus, L. fermentum basta olmak iizere, L. plantarum, L. brevis, L. jensenii,
L. casei, L. delbrueckii ve L. salivarius’un bulundugu (Redondo-Lopez ve ark.,
1990), en diisiik oranda da L. iners’in bulundugu bildirilmistir (Reid ve Bruce,
2003b).
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Caligmamizda ayrica 152 tane gram pozitif katalaz pozitif bakteri izolasyonu
yapilmistir (Cizelge 3.2). Sec¢ilmis olan 82 izolatin mikrotitre plaka yontemiyle
biyofilm sonuglarina bakildiginda, 15 izolatin (14P1, 7E3.1, 7E3.2, 12K1.1, 3B7,
6MR4, 6B2, 5SM9, 5SM4, 5SM2, SM1, 6M10, 5M6, 2M7 ve 6M9 izolatlar1) biyofilm
olusturmadigi, 17 izolatin (11K1, 1K2, 1K3, 1K1, 1C5, 6N3, S5SN8, 6N2, 5N10, 2B9,
5B5, 1B2, 1B1.1, 6MRS5, 5B3, 6M2 ve 5M7 izolatlar1) zayif derecede (+), 24
izolatin (11K3, 11C3.2, 5B4, 1B2, 1K8, 1C1, 6N4, 3B2, 3B7, 1B2, 5N6, 6N8&, 5SN9,
6N1, 6B8, 6B4, 6B1, 6MRS&, 5P3, 5P1, 5P4, 5P5, 5SM5 ve 6M6 izolatlar1) orta
derecede (++), 26 izolatin (6BS8, 1KS5.1, 7C7, 5P3, 1K8, 7N2, 5SM5, 2B9.1, 1B1.1,
19P1, 24P2, 14P2, 21P1, 7B6.1, 7B6.2, 6N10.2, 1KS5, 2C5, 6N10, 5B10, 5B6, 5B4
ve 5B9 izolatlar1) ise yiiksek derecede (+++) biyofilm olusturdugu sonucuna

vartlmustir (Cizelge 3.7).

Gram pozitif katalaz pozitif bakterilerinin tanimlanmalar1 VITEK — |1 testi
araciliiyla yonetici talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirilmistir. Se¢ilmis olan 63
izolatin 10 tanesinin Bacillus vallismortis, 1 izolatin Staphylococcus caprae, 1
izolatin Staphylococcus sciuri, 1 izolatin Staphylococcus hominis ssp. hominis, 8
izolatin Staphylococcus epidermidis, 8 izolatin Staphylococcus lentus, 10 izolatin
Staphylococcus lugdunensis, 23 izolatin Staphylococcus haemolyticus ve 1 izolatin

Kocuria kristinae 'ye ait oldugu rapor edilmistir (Cizelge 3.12).

Calismada ayrica 18 maya izole edilmistir. Elde edilen maya izolatlarinin da
mikrotitre plakada biyofilm olusumlar1 arastirilmistir. Bu izolatlarin mikrotitre
plaka yontemiyle biyofilm olusumlarina bakildiginda, 7 izolatin (27P2, 21P2, 18P1,
24P1, 14P1, 15P ve 25P1 izolatlari) orta derecede (++), 11 izolatin (19P3, 13P1,
13P2, 16P3, 17P2, 30P, 29P, 1C3, SMR2, 8MR11 ve 16P izolatlar) ise yiiksek
derecede (+++) biyofilm olusturdugu saptanmistir (Cizelge 3.8).

Yine maya izolatlarinin hemolitik aktiviteleri degerlendirildiginde, C.
tropicalis 29P, C. albicans 18P1 - 24P1 - 30P - 19P3 - 8MR11 - 13P1 - 13P2 ve C.
glabrata SMR2 izolatlarinin hemolitik aktivite gdstermedigi C. albicans 27P2,
19P3, 14P1 ve 21P2, Candida tropicalis 1C2 ve 1C3, C. glabrata 17P2 ve 16P ve

Candida sp. 15P izolatlarinin ise alfa hemolitik aktiviteye sahip oldugu sonucuna
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vartlmistir (Cizelge 3.9). Luo ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada insandan izole
edilen C. albicans, C. glabrata ve C. tropicalis izolatlarinin hepsinin alfa hemolitik
aktivite gosterdigi ortaya konmustur. Yine yapilan baska bir ¢alismada, 63 C.
albicans izolatindan 4 tanesinin alfa hemoliz gosterdigi, 53 tanesinin alfa + beta
hemoliz gosterdigi, 6 tanesinin ise hemoliz gostermedigi, 2 C. tropicalis izolatinin

da hemolitik aktiviteye sahip olmadig1 bildirilmistir (Ozekinci ve ark., 2007).

Cesitli Candida izolatlarinin lipolitik aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir.
Patojenik Candida tiirlerinin gogunun esteraz ve fosfolipazlar gibi birtakim lipolitik
enzimleri salgiladig1 ortaya konmustur (Slifkin, 2000). Maya izolatlarinin lipolitik
enzim aktivitelerine baktigimizda; ¢alisma sonucunda C. albicans 21P2, 24P1,
25P1, 14P1, 19P3 ve 27P2, C. glabrata 5MR2, 17P2 ve 16P, C. tropicalis 1C2
izolatlariin agar yiizeyinde zon olusturmadigi; yani lipolitik aktiviteye sahip
olmadig1 ortaya konmustur. Candida sp. 15P, C. albicans 8MR11, 13P1, 13P2,
18P1 ve 30P, C. tropicalis 1C3 ve 29P izolatlarinin ise 4 — 20 mm araliginda
degisen oranlarda zon olusturdugu; yani lipolitik enzim aktivisitesine sahip oldugu
gozlenmistir. En diislik lipolitik enzim aktivitesine 29P izolatinin, en yiiksek
lipolitik enzim aktivitesine ise 13P2 izolatinin sahip oldugu saptanmustir. Ayrica,
fosfolipazlarn, yiiksek olasilikla Candida albicans’in patojenitesini arttirdigt
bildirilmistir. Caligmamizda 18 Candida izolatinin fosfolipaz aktiviteye sahip

oldugu ortaya konmustur (Cizelge 3.9).

Mayalarin tanimlanmalar1 ise MALDI — TOF Kiitle Spektrofotometre
Teknigi’yle Biomerieux firmasi tarafindan yapilmis olup, test sonucunda 18 maya
izolatindan 11 tanesinin C. albicans, 3 izolatin C. glabrata, 3 izolatin C. tropicalis

ve 1 izolatin da Candida cinsine ait oldugu ortaya konmustur (Cizelge 3.9).

Lactobacillus tiirleri vajinal epitelyumda yogun kolonizasyon yaparak,
vajinal mikrofloranin kontroliinii saglamaktadir (Strus ve ark., 2001). Vajinadaki
laktik asit bakterileri, laktik asit ve bakteriyosin gibi antimikrobiyalleri iireterek,
vajinayt patojenlere karsi korumaktadir (Redondo-Lopez ve ark., 1990;
Schellenberg ve ark., 2010). Vajinadaki LAB’lerinin laktik asit {iretimiyle vajinal

homeostazis korunmaktadir. Laktik asit gibi organik asitlerin liretimiyle vajinal
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pH’nin 4.5’in altinda tutulmasi saglanmaktadir. Vajinal pH’ nin asidik olmasiyla,
patojenlerin gelisimini onlemis olmaktadir (Cheeti ve ark., 2006). Ornegin,
Gardnerella vaginalis tirogenital bir patojen oldugundan (Boris ve Barbes, 1998),
disiik pH, Gardnerella vaginalis’'in gelisimi i¢in istenen bir durum degildir. G.
vaginalis, en iyi pH 6 — 6,5’te gelismektedir. pH 4’te belirgin bir gelisme
olmamakla birlikte pH 4,5’te G. vaginalis’in gelisimi baglamaktadir (Aroutcheva
ve ark., 2001). Ayrica, saglikli vajinanin disiik asiditesinin (pH 4), klamidya,
trikomoniyazis, tUriner sistem enfeksiyonlar1 ve genital ~mikoplazma
enfeksiyonunun azalan riskiyle iligkili oldugu da gosterilmistir (Boskey ve ark.,
1999).

Calismamizda vajinadan izole edilen LAB izolatlarinin % asitlik miktarlarina
bakildiginda, % asitlik miktarlarinin 0,91 — 2,50 arasinda degiskenlik gosterdigi
sonucuna varilmistir (Cizelge 3.13). Aslim ve Kili¢’in yaptig1 bir ¢alismada da
(2006), test ettikleri laktobasillerin % asitlik oranlarinin 0,27 — 1,33 arasinda
degiskenlik gosterdigi rapor edilmistir (Aslim ve Kilig, 2006). Calismamizda, en
diisiik % asitlik miktarinin L. paracesei spp. paracesei 10M7 izolatina ait oldugu
(960,91), en yiiksek % asitlik miktarinin ise L. crispatus 8MR20 izolatina ait oldugu
(%2,50) rapor edilmistir. Yine Aslim ve Kilig’in yaptigi ¢aligmada (2006), en
yiiksek % asitlik miktarinin L. gasseri R4, R5 (%1,33, %1,18) ve L. acidophilus
R1, R6 (%1,17, %1,12)’ya ait oldugu ortaya konmustur. Ayrica Gil ve arkadaslari
saglikli Brezilyali kadinlarin vajinasindan izole ettikleri LAB’lerinin laktik asit
tiretim miktarlarini arastirmistir. Calismalarinin sonucunda en yiiksek laktik asit
miktarinin sirasiyla, L. salivarius, L. johnsonii, L. acidophilus ve L. jensenii’ye ait
oldugu bildirilmistir. LAB’lerinin probiyotik 6zellikleri susa 6zgiidiir, susa gore
degiskenlik gostermektedir (Monteagudo-Mera ve ark., 2012).

Hidrojen peroksit, ya direkt olarak ya da peroksidaz enziminin arttirilmasiyla,
vajinal mikroorganizmalarin gelisimini inhibe etmektedir (Eschenbach ve ark.,
1989; Hillier ve ark., 1992). Hidrojen peroksit iireten laktobasillerin, reaktif oksijen
tirleriyle spesifik etkilesime girerek, vajinal kanserin kontroliinde de gorev
alabildigi rapor edilmistir (Aroutcheva ve ark., 2001). Ayrica, Lactobacilli

tarafinfan tiretilen hidrojen peroksitin, Gardnerella vaginalis, Bacteroides bivia, ve
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E. coli tizerine 6ldiirticii etkiye sahip oldugu ortaya konmustur (Klebanoff ve ark.,
1991; Hillier ve ark., 1993). Hawes ve arkadaslar1 (1996), hidrojen peroksit iireten
laktobasillerin vajinayla kolonizasyonunun, azalan bakteriyal vajinozisle iliskili
oldugunu rapor etmislerdir. Hidrojen peroksit aktivitesinin pH ile baglantili oldugu
da bildirilmistir. Hidrojen peroksit asidik ortamda stabil kalmaktadir ve hidrojen
iyon konsantrasyonu azaldiginda parcalanmaktadir. Bu yiizden vajina pH’s1
arttiginda, bakteriyosin etkinligini kaybetmekte, hidrojen peroksit parcalanmakta
ve laktobasiller G. vaginalis gibi diger bakterilere kars1 savasamadigi bildirilmistir
(Aroutcheva ve ark., 2001).

Calismamizda tanimlanan LAB izolatlarinin hidrojen peroksit iiretim
miktarlarinin 0,308+0,079 - 0,934+0,132 pug/mL arasinda oldugu gozlenmistir
(Cizelge 3.13). Fontaine ve Taylor-Robinson (1990), saglikli kadinlarin
vajinasindan izole ettikleri Lactobacillus tiirlerinin, 155 - 310 pug/mL hidrojen
peroksit iirettigini rapor etmislerdir. Bir diger ¢alismada, vajinal LAB’lerdeki
hidrojen peroksit iiretim miktarlarinin, 1,01 — 15,50 pg/mL arasinda degiskenlik
gosterdigi ortaya konmustur (Aslim ve Kilig, 2006). Bu sonuglardan yola ¢ikarak,
LAB’lerinin hidrojen peroksit iiretim miktarlarinin degiskenlik gosterebildigi
gozlenmistir.

Calismamizda, en diisiik hidrojen peroksit iiretim miktarina L. fermentum
5MR8 susunun, en yiiksek hidrojen peroksit tiretim miktarina ise E. faecalis 11M10
susunun sahip oldugu rapor edilmistir. Gil ve arkadaslar1 (2010), hidrojen peroksit
ireten vajina izolatlarindan en yiiksek miktarda L. acidophilus, L. crispatus, L.
gasseri, L. johnsonii, ve L. vaginalis tiirlerinin hidrojen peroksit {irettigini ortaya
koymustur. Yapilan bir diger calismada en yiiksek hidrojen peroksit tiretiminin L.
vaginalis H5 (Aslim ve Kilig, 2006) ve L. fermentum SK5 (Kaewnopparat ve ark.,
2013)’e ait oldugu gozlenmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak hidrojen peroksit

aktivitesinin de susa 6zgii oldugu saptanmustir.

Ayrica, ¢alismamizda tanimlanan LAB izolatlarmin proteolitik aktivite
miktarlarinin  ise, 1,0474+0,000-14,438+0,003 mg/mL arasinda degiskenlik

gosterdigi sonucuna varilmistir. L. fermentum 11MR20 izolat1 en diisiik, L. jensenii
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10MR6 izolatinin ise en yiiksek proteolitik aktivite miktarina sahip oldugu ortaya
konmustur (Cizelge 3.13).

Laktobasillerin antibiyotik direngliliginin belirlenmesinde E test, agar
diliisyon, disk difiizyon ve mikrobroth diliisyon yontemi gibi ¢esitli metodlar
kullanilmistir (Danielsen ve Wind, 2003). Bizim ¢alismamizda, 63 vajinal LAB
izolatinin antibiyotik direngliliginin belirlenmesinde disk difiizyon teknigi
kullanilmistir. Bu amagcla, penisilin, ampisilin, okzasilin, metisilin, vankomisin,
sefalotin, klindamisin, tetrasiklin, eritromisin, gentamisin, trimetoprim +
sulfometoksazol ve metronidazol olmak iizere toplam 12 antibiyotigin etkinligi test

edilmistir (Cizelge 3.14).

Calismamizda, tanimlanan LAB izolatlarinin 19 tanesinin penisiline ve 21
tanesinin ampisiline diren¢ gelistirdigi gozlenmistir. Voravuthikunchai ve
arkadaslar1 (2006), vajinadan izole edilen L 12A, L 12B, L 19B, ve L 20 laktik asit
bakteri izolatlarinin, penisilin ve ampisiline direng gosterdiklerini rapor etmislerdir.
Laktobasillerin penisilinlere duyarli, buna karsin okzasilin ve sefalotine daha
direngli oldugu gozlenmistir. (Danielsen ve Wind, 2003). Ayrica yapilan bir
caligmada ampisiline daha diisiik direng gozlenmistir (Goldstein ve ark., 2000).
Bizim ¢alismamizda da LAB’lerinin penisilin ve ampisine daha duyarli olduklari

gozlenmistir.

Okzasilin antibiyotiginde bizim ¢alismamizda daha yiiksek direng
gozlenmistir. Test edilen LAB izolatlarindan 51 tanesinin okzasiline direncli
oldugu ortaya konmustur. Calismamizda bakteri hiicre duvarina etki eden
antibiyotiklerden en diisiik duyarliliga sahip antibiyotigin okzasilin (51 izolat
direncli), en yliksek duyarliliga sahip antibiyotigin ise penisilin (19 izolat direngli)

oldugu gozlenmistir.

Lactobacilli’nin genellikle vankomisine kars1 duyarl oldugu rapor edilmistir
(Hanghshenas ve ark., 2014). Calismamizda, 12 antibiyotik arasinda en fazla
duyarliliga sahip antibiyotigin vankomisin oldugu gozlenmistir; test edilen LAB

izolatlarindan 16 tanesi vankomisine diren¢li bulunmustur. Felten ve arkadaslari
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(1999), Lactobacillus acidophilus’un vankomisine Kkarst duyarli oldugunu rapor

etmistir.

Protein sentezini etkileyen antibiyotik gruplarmna bakildiginda ise;
calismamizda, tetrasiklin, eritromisin ve gentamisin duyarliliklarinin birbirine
yakin oldugu gozlenmistir. Test edilen LAB izolatlarindan 17 tanesi gentamisine,
21 tanesi tetrasikline ve 22 tanesi eritromisin antibiyotigine karsi direngli oldugu
ortaya konmustur. Voravuthikunchai ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada
(2006), 6 LAB izolatinin genis spektrumlu bir antibiyotik olan tetrasikline karsi
duyarli olduklar1 ortaya konmustur. Ancak izole edilen LAB’lerinin ¢ogunun,
eritromisin, gentamisin ve kanamisine direng gosterdikleri rapor edilmistir. Bir
diger calismada ise; test edilen tim LAB suslarinin tetrasikline direng gostermis
oldugu ortaya konmustur (Cebeci ve Giirakan, 2003). Calismamizda bakteri protein
sentezini etkileyen antibiyotiklerden en diisiik duyarliliga sahip antibiyotigin
klindamisin (48 izolat direngli), en yiiksek duyarliliga sahip antibiyotigin ise

gentamisin (17 izolat direngli) oldugu gozlenmistir.

Laktobasillerin timetoprim — duyarsiz dihidrofolat rediiktaz nedeniyle
trimetoprime  duyarliigi azalmistir (Danielsen ve Wind, 2003). Bizim
caligmamizda da bu literatiirii destekleyici bir sonug ortaya ¢ikmustir ki; test edilen
LAB izolatlarindan 51 tanesinin trimetoprim + sulfometoksazole karsi direngli

oldugu gozlenmistir.

Metronidazol ve klindamisin, bakteriyal vajinoziste en yaygin kullanilan
antibiyotiklerdir (Ocana ve ark., 2006). Calismamizda, bu sonuglar ile baglantili
olarak cogu LAB izolati klidamisin ve metronidazole direnclilik gdsterdigi
gozlenmistir. Test edilen LAB izolatlarindan 48 tanesinin klindamisine, 55
tanesinin ise metronidazole diren¢ gelistirdigi ortaya konmustur. Ocana ve
arkadaglariin yaptigi bir ¢alismada, L. acidophilus CRL1251 ve L. salivarius
CRL1328 bakterileri disinda, aday probiyotik Lactobacillus suslarinin, yiiksek
metronidazol ve klindamisin konsantrasyonlarinda gelisebildigi ortaya konmustur.
Lactobacilli'nin metronidazole direncliliginin, hidrojenaz aktivitesi yoklugu

nedeniyle olabilecegi rapor edilmistir (Church ve ark., 1996).
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Spesifik bir antibiyotige diren¢ gelistiren suslarin, antibiyotik tedavi
siirecinde, antibiyotikle birlikte verilebilecegi bildirilmistir (Cebeci ve Giirakan,
2003). Ornegin, bakteriyal vajinozis tedavisinde, antibiyotikle birlikte o
antibiyotige duyarli olmayan LAB suslarinin, floranin korunmasi agisindan
verilebilecegi bildirilmistir (Ocana ve ark., 2006). Yine, iirogenital bolge
enfeksiyonlart ve seyahate bagli diyarenin tedavisinde, antibiyotikle birlikte
probiyotik Lactobacilli es zamanli verildiginde, tedavide daha iyi sonug¢ elde
edildigi rapor edilmistir. Boylece, tedaviyle birlikte daha kisa siirede intestinal flora
yeniden olusabilmektedir (Cebeci ve Giirakan, 2003). Nitekim, Carlstedt — Duke ve
arkadaglar1 (1987), siganlara klindamisine duyarli olmayan laktobasil ile birlikte es
zamanl olarak antibiyotik tedavisi uyguladiginda, laktik asit bakterisinin sigan
bagirsagindaki florayi restore ettigini gozlemlemistir. Bu anlamda, LAB’lerinin
ticari probiyotik sus olarak kullanilmadan 6nce mutlaka antibiyotik direngliliklerine

bakilmasi gerektigi bildirilmistir (Voravuthikunchai ve ark., 2006).

%90’min Candida albicans’in sebep oldugu vulvovajinal kandidiyazisin
biiyiik ¢ogunlugu oral ya da topikal antifungal ajanlarla tedavi edilmektedir; C.
albicans olmayan Candida tiirlerinin neden oldugu vulvovajinal kandidiyazis
vakalar1 da giderek artmaktadir. Literatiirde LAB’lerinin Candida tizerindeki
antifungal etkisiyle ilgili birtakim ¢alismalar yer almaktadir (Gil ve ark., 2010).
Calisma sonucumuzda, L. crispatus 2MR5, L. crispatus 7MR8, L. crispatus
7MR13.3 izolatlarinin, Candida izolatlarina karsi herhangi bir antifungal aktiviteye
sahip olmadig1 gozlenmistir. Ancak L. crispatus, L. fermentum, L. acidophilus, L.
paracesei spp. paracesei, L. pentosus ve L. plantarum tiirlerine ait olan diger
LAB’lerinin, C. albicans, C. glabrata ve C. tropicalis tiirlerine karsi degisen

miktarlarda antifungal etki gosterdigi ortaya konmustur (Cizelge 3.15).

Osset ve arkadaglar1 (2001b), ¢esitli LAB izolatlarinin bakteriyosinlerinin,
agar difiizyon teknigiyle C. albicans ve C. glabrata’ya karsi antifungal
aktivitelerini incelediklerinde, higbir zon olusumunun gozlenmedigini rapor
etmiglerdir. Ancak Strom ve arkadaslar1 (2002), siklik dipeptidler, piroglutamik asit
ve lakton gibi ¢esitli antifungal bilesiklerin, Candida tiirlerine kars1 énemli bir

etkiye sahip olduklarini ortaya koymustur. Yapilan bir diger ¢alismada
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Lactobacillus’un sadece bazi suslarinin Candida iizerine inhibitdr etki gosterdigi
ortaya konmustur (Eschenbach ve ark., 1989). Atanossova ve arkadaslar1 (2003) ise
L. paracasei’nin Candida tiirlerine kars1 antifungal aktiviteye sahip oldugunu rapor
etmistir. Ayrica, L. acidophilus’un ise oral yolla alindiginda, Candida vajinitine

kars1 koruyucu etki gdsterdigi rapor edilmistir (Drutz, 1992).

Laktobasillerin, Escherichia coli, Gardnerella vaginalis, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus ve Streptococcus
agalactiae gibi  iirogenital patojenlerin  enfeksiyonlarmma karsi  primer
mikrobiyolojik bariyer oldugu uzun zamandan beri diisiiniilmektedir. Kadinlarin
iirogenital sistemindeki Lactobacilli, istenmeyen mikrobiyal kolonizasyonu

engellemektedir (Ekmekgi ve ark., 2009).

Calismamizda, LAB’lerinin saf filtratlarinin Agar Diflizyon Teknigi’yle
patojen bakteri izolatlarina karsi antibakteriyal etkileri arastirilmigtir. E. faecalis
11M10, E. faecalis 3M2 ve E. faecalis 9M3 izolatlarmin disindaki tiim izolatlarin
(E. faecalis 9M8, E. faecalis 8M10, Lactobacillus jensenii 2MR1, Lactobacillus
jensenii 5SMR1, L. jensenii 10MR5, Lactobacillus crispatus 2MR5, Lactobacillus
crispatus 1MR3, Lactobacillus crispatus 7MR5, E. faecalis 5SMR6, L. jensenii
10MRS6, L. jensenii 10MR14, patojen bakterilere (S. intermedius, S. epidermidis, S.
pasteuri, S. haemolyticus, S. sciuri, S. hominis, S. caprae, S. lugdunensis, S. caprae,
Streptococcus agalactiae, Bacillus vallismortis, Enteroccuccus faecalis ve Kocuria
kristinae) kars: antibakteriyal etki gosterdigi rapor edilmistir. Ozellikle, L. jensenii
2MR1, L. jensenii 5SMR1, L. crispatus 2MR5, L. crispatus 1MR3 ve L. jensenii
10MR14 izolatlarinin ¢ogu patojene kars1 antibakteriyal etki gosterdigi
gozlenmistir. Yine, ¢ogu LAB izolatinin E. coli ATCC 25922 ve L. monocytogenes
ATCC 7644 suslarma karst da antibakteriyal aktivite gosterdigi sonucuna
vartlmistir. Ayrica, tim LAB’lerinin, en fazla S. agalactiae 7K8.1 izolatina karsi
antibakteriyal aktivite gosterdigi gézlenmistir (Cizelge 3.16). Fraga ve arkadaslar
(2008), vajinadan izole edilen LAB’lerinin Gram pozitif ve Gram negatif olan E.

coli ve S. aureus ’a kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigini rapor etmislerdir.
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Caligmamizda ayrica pH’s1 5,5’e ayarlanmis LAB filtratlarinin ve de katalaz
ve proteinaz K ilaveli LAB filtratlarinin, yine vajinadan izole edilmis patojenlere
antibakteriyal etkisi arastirilmistir. pH’nin antibakteriyal aktivitesi lizerine etkisine
baktigimizda, ¢alisma sonucunda test edilen bazi1 bakteriler iizerine antibakteriyal
aktiviteye sahip L. jensenii 2MR1, L. jensenii 5SMR1, L. crispatus 2MRS5, L. jensenii
10MR6 ve L. crispatus IMR3 izolatlarinin nétralize pH’da aktivitelerini
kaybettikleri gozlenmistir. Buradan izolatlarin saf filtratlarinda yer alan
antimikrobiyal maddelerin pH 5,5’de aktivitelerini kaybettigi ortaya konmustur
(Cizelge 3.16). Antibakteriyal etkiye sahip izolatlarin hiicresiz filtratlarindaki
antimikrobiyal maddelerin katalaz ve proteinaz K enziminden etkilenmedigi,
inaktif forma gegmedigi gozlenmistir. Antimikrobiyal maddelerin, proteolitik
enzimler ile muamelesi sonucunda aktivite kayb1 gostermeleri etken maddenin
protein yapisinda oldugunu gostermektedir (Dinger, 2007). Ayrica, filtratlara
katalaz enzimi eklendiginde antimikrobiyal aktivitenin kaybolmasi, antimikrobiyal
maddelerin hidrojen peroksit kaynakli olmasina baglanmistir (Eschenbach ve ark.,
1989). Buradan, ¢alismamizda var olan antibakteriyal aktivitenin enzimlerden
etkilenmeyip, pH’dan etkilenmesi sebebiyle, antibakteriyal etkinin asit

olusumundan kaynaklandigi sonucuna varilmistir.

Agregasyon promote edici protein faktorli (aggregation promoting protein
factor = APF), insan vajinal laktobasillerinin, sahip oldugu antagonistik
mekanizmalarindan biridir (Kmet ve Lucchini, 1997). LAB‘lerinin otoagregasyon
ve koagregasyon Ozelliklerinin, kromozomal genlerinde kodlandigi ve bu

ozelliklerin susa 6zgii oldugu bildirilmistir (Ocana ve ark., 2002).

Otoagregasyon ve koagregasyon aktivitesi, biiyiik derecede 06nem
tasimaktadir (Jankovic ve ark., 2003). Juarez -Tomas ve arkadaslarina (2005) gore,
otoagregasyon aktivitesi daha asidik ortamlarda artmaktadir; dyle ki probiyotik
laktobasiller, bu ortamlarda daha iyi gelismekte, biyofilm olusturmakta ve boylece
patojen mikroorganizmalarin asir1 gelisiminin inhibe edilmesine yardimci
olmaktadirlar. Calismamizda, 76 LAB izolatnin 59 tanesinin otoagregasyon
aktivitesi gosterdigi gézlenmistir. Ayrica, kuvvetli otoagregasyon yetenegine sahip

LAB’lerinden 1 tanesinin L. paracesei spp. paracesei, 2 tanesinin L. fermentum, 3
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tanesinin L. acidophilus ve 8 tanesinin de L. crispatus tiirlerine ait oldugu ortaya
konmustur (Cizelge 3.17). Dimitonova ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢aligmada
(2007), vajinadan izole edilen laktik asit bakteri suslarinin cogunun otoagliitinasyon
aktivitesine sahip oldugu ortaya konmustur. Bu 6zellik, laktobasillerin vajinal
epitele adezyonla biyofilm olusumunu saglayarak, patojenlerin epitele

tutunmasinin engellenmesiyle iliskilendirilmistir.

LAB ‘lerinde otoagregasyon aktivitesi, mikrobiyal etkilesimin ortaya
konmasina yardimci olan temel bir aktivite testidir. Yapilan bir ¢alismada 20
saglikli kadindan izole edilen 60 Lactobacillus susunun, 12 tanesinde
otoagregasyon aktivitesi saptanmistir (Kmet ve Lucchini, 1997). Bir diger
caligmada, L. fermentum SKS5’in otoagregasyon gosterdigi rapor edilmistir
(Kaewnopparat ve ark., 2013).

Pek¢ok yazar, Lactobacillus tiirlerinin, patojen bakterilerle koagregasyon
yetenegine de sahip oldugunu rapor etmistir (Reniero ve ark., 1991; Charteris ve
ark., 1997). Vajinal kullanim amagli probiyotik suslarinin segiminde, LAB’sinin
koagregasyon yeteneginin olmasi 6nemli bir parametredir (Ekmekgi ve ark., 2009).
Vajinal laktobasillerin E. coli ile koagregasyon gosterdigi bulunmustur (Reid ve
ark., 1988). Bu yiizden ¢alismamizda E. coli kullanilmistir. Sonuglarimiza gére 76
LAB’sinin 31 tanesinin E. coli 25922 susuyla koagregasyon aktivitesi géstermedigi
gozlenmistir. E. coli 25922 susuyla koagregasyon aktivitesi gosteren 45
LAB’sinden, 1 tanesinin L. plantarum, 3 tanesinin L. pentosus, yine 3 tanesinin L.
fermentum, 4 tanesinin L. acidophilus, 10 tanesinin L. crispatus ve 14 tanesinin de
L. paracesei spp. paracesei’ye ait oldugu ortaya konmustur (Cizelge 3.17).
Ekmekgi ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada (2009), 19 vajinal Lactobacilli
suglarinin hepsinin, E. coli ATCC 11229 ile koagregasyon yapabildigi ortaya
konmustur. Koagregasyonun susa 6zgii ve inkiibasyon kosullar1 ve zamana bagl

oldugu ortaya bildirilmistir.

Probiyotiklerde aranan en 6nemli 6zelliklerden biri de; mikroorganizmanin,
diisiik pH ve yiiksek safra tuzlarina dayanikli olup, hayatta kalabilmesidir (Brink ve
ark., 2006). Probiyotiklerin, gastrointestinal asit ve safra tuzuna direngli,
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antibiyotiklere duyarli ve yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip olmasi
istenmektedir. Probiyotiklerin yiiksek safra tuzu (%0,3) ve diisiik pH (pH 2 — 3)
gibi bazi kosullar1 minimum 90 dakika tolere edebilmesi gerekmektedir
(Haghshenas ve ark., 2014). Calismamizda, test edilen 12 LAB izolatinin hepsinin
pH 2’de 3. saatin sonunda canliligim1 koruyamadigi; ancak pH 3’te L. jensenii
2MR1, E. faecalis 8M10, E. faecalis 9M8, L. jensenii 10MR14 ve E. faecalis
11M10 izolatlar1 disindaki LAB’lerinin (L. crispatus 1IMR3, L. crispatus 2MR5, E.
faecalis 3M2, L. jensenii 5MR1, E. faecalis 5SMR6, L. crispatus 7MR5, E. faecalis
9M3, L. jensenii 10MR5, L. jensenii 10MR6), 3. saatin sonunda pH 3’te
canliliklarmi koruyabildigi gozlenmistir (Cizelge 3.18). Succi ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢alismada (2005), L. fermentum SKS5 susunun, pH 2’de 2 saatten daha
fazla hayatta kalamadigini, pH 3 ve pH 4’te canliligim1 koruyabildigi ortaya
konmustur. Monteagudo — Mera ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada (2012),
Lactobacillus lactis ATCC 11454 susunun pH 2, 2,5 ve 3’te 3. saatin sonunda hala
canliligim1 koruyabildigi, Lactobacillus paracasei ATCC 27092, Lactobacillus
casei ATCC 393 ve Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103 suglarmin pH 2 ve
2,5’te 3. saatin sonunda canliliklarimi koruyamadigi; ancak pH 3’te 3. saatin
sonunda canliliklarin1 devam ettirebildikleri ortaya konmustur (Monteagudo —
Mera ve ark., 2012). Bu sonuglardan da diisiik pH’larda gelisimin susa gore
degiskenlik gosterebildigi gozlenmistir.

Safra tuzlarmin, hiicre membraninin organizasyonunu bozdugundan,
bakteriyal hiicreler iizerine toksik etkili oldugu bildirilmistir (Succi ve ark., 2005).
Calismamizda, test edilen 12 LAB izolatinin hepsinin de, %0,1 ve %0,3 safra tuzu
ortaminda 3. saatin sonunda canliliklarin1 koruyabildikleri gézlenmistir (Cizelge
3.19). Kaewnopparat ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada da (2013), L. lactis
ATCC 11454, L. paracasei ATCC 27092, L. casei ATCC 393 ve L. rhamnosus
ATCC 53103 suslarinin % 0.4 safra tuzu ortaminda 3. saatin sonunda suslarin, hala
canliliklarini koruyabildigi ortaya koymustur. L. fermentum SK5 susunun da, % 0,1
ve % 0,2 safra tuzu igeren ortamda canli kalabildigi rapor edilmistir. Safra tuzuna
toleransini, laktik asit bakterilerinin ince bagirsakta hayatta kalmasi icin gereken

onemli bir 6zellik oldugu ortaya konmustur (Succi ve ark., 2005). Ayrica bu 12
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izolattan 7 izolatin (L. crispatus 1MR3, E. faecalis 9M3, L. jensenii 2MR1, L.
jensenii 5MR1, L. jensenii 10MR14, L. jensenii 10MR6 ve E. faecalis 8M10
izolatlar1) hidrofobisite yeteneginin oldugu, 5 izolatin ise (L. crispatus 2MRD5,
Enterococcus faecalis 9M8, E. faecalis 5SMR6, E. faecalis 3M2 ve E. faecalis

11M10) ise hidrofobisite yeteneginin olmadig1 sonucuna varilmistir.

LAB’leri tarafindan iretilen EPS’nin izolasyonu, karakterizasyonu,
biyosentezi ve fonksiyonel 6zellikleri hakkinda bir¢ok ¢alisma yayimlanmuistir.
(Shene ve ark., 2008; Pan ve Mei, 2010). Bu polisakkaritler 6zellikle, fermente
giinliik triinlere tekstiirite kazandirict ve jellestirici ajan olarak kullanilmaktadir.
(Ricciardi ve ark., 1997). Ayrica son zamanlarda LAB ekzopolisakkaritlerinin
antikanser aktiviteleri hakkinda da literatiirde g¢aligmalar yer almaktadir. Ancak,
EPS’nin ekstraksiyonu ve saflagtirma islemleri sirasinda, polisakkarit yapisinin
degisebildigi ve bdylece hiicre proliferasyonunu stimiile edici o6zelliklerini
kaybedebildigi bildirilmistir. Son donemde yapilan ¢alismalar, bakteriyal EPS
tarafindan indiiklenen hiicre proliferasyon stimiilasyonunun, yap1 bagimli oldugunu

desteklemektedir (Amrouche ve ark., 2006).

LAB’leri antitimor aktiviteye sahiptir; ancak hiicre gelisiminin inhibisyonu
tizerindeki mekanizmasi heniiz tam aydinlatilamamistir (Russo ve ark., 2007).
Antikanser aktivite testlerinde LAB’lerinin farkli komponentleri denenmistir.
(Sekine ve ark.,, 1995; Motevaseli ve ark., 2013). Bu amagla, canli hiicre ve hiicre
duvari, ekzopolisakkaritler gibi hiicresel komponentleri kullanilarak, antikanser
aktivite in vivo ve in vitro olarak arastirilmistir (Kim ve ark., 2002; Lopez ve ark.,
2012). Bizim c¢alismamizda da vajinadan izole edilen LAB’lerinin EPS’leri

kullanilmistir.

Calismamizda, vajinadan izole edilen 2 LAB’sinin HeLa ve HUVEC
hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri arastirilmistir. Bu amagla, 2,5-5-7,5-10-15
ve 20 mg/mL EPS olmak {izere 6 farkli konsantrasyonun etkisi ¢alisilmistir.
Calisma sonucunda doza bagli olarak, en fazla 20 mg/mL’lik EPS
konsantrasyonunda HeLa hiicreleri lizerine belirgin bir etki gozlenmistir. E. faecalis

3M2 izolatinin %61 oraninda, E. faecalis 8M10 izolatinin ise, % 31 oraninda HeLa
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hiicreleri {izerinde inhibisyon etkisinin oldugu sonucuna varilmistir. Liu ve
arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada (2011b), L. casei 01 ekzopolisakkaritinin,
kolon kanser hiicre hatt1 olan HT — 29 ve intestine 407 hiicreleri tizerinde degisen
konsantrasyonlarda hiicre canlilifini etkiledigi ortaya konmustur. Bakteri EPS’si
intestine 407 hiicrelerine 5 — 50 pg/mL konsantrasyonlarinda uygulandiginda hiicre
canliligi %92,5- 101,6 (p >0,05) oraninda goézlenmistir. Ancak 100 pg/mL
konsantrasyonunda hiicre canliliginda belirgin bir azalma ortaya konmustur. HT —
29 hiicrelerinde de doza bagli olarak en yiiksek konsantrasyonda (100 pg/mL) etki
gozlenmistir. Yapilan diger bir ¢alismada ise, Enterococcus faecium D-36 susundan
izole edilen EPS’nin Caco-2 hiicreleri lizerinde 20 mg/mL’lik konsantrasyonda
hiicre canliliginda %20 oraninda inhibisyona neden oldugu rapor edilmistir (Altug,
2013). Calisma sonucunda, EPS konsantrasyonuna bagli olarak inhibisyon etkisinin

de farkli olabilecegi sonucuna varilmustir.

Lactobacillus acidophilus EPS’lerinin, kolon kanseri hiicreleri iizerine
antikanser aktiviteye sahip oldugu ortaya konmustur (Kim ve ark., 2010). Bazi
yazarlar, bifidobakteriyal EPS’nin farkli epitelyal intestinal hiicre hatlari {izerine in
vitro antikarsinojenik aktiviteye sahip oldugunu desteklemistir. (You ve ark., 2004;
Lopez ve ark., 2012). Yapilan bir ¢calismada 18 bifidobakteri izolatinin 12’sinin
EPS’sinin HT29 hiicrelerinin proliferasyonunu belirgin bir sekilde azalttig1 ortaya
konmustur (Lopez ve ark., 2012). Bir diger ¢alismada ise; insan fegesinden izole
edilen L. acidophilus 606 EPS’sinin, HT — 29 hiicre proliferasyonunu doza ve
zamana bagli olarak inhibe ettigi bildirilmistir. Calismanin baslangi¢c deneylerinde
EPS  konsantrasyonunda 100 mg/mL’ye kadar c¢ikilmistir;  yiiksek
konsantrasyonlarda ¢6ziinme problemi nedeniyle doz konsantrasyonu olarak 10
mg/mL EPS kullanilmistir (Kim ve ark., 2010). Bizim ¢alismamizda da en yiiksek

doz konsantrasyonu olarak 20 mg/mL EPS kullanilmistir.

LAB’lerinin antikanser etkileriyle ilgili ¢caligmalarin ¢ogunlugu, kolorektal
kanser ile ilgilidir (Thirabunyanon ve Hongwittayakorn, 2013; Nami ve ark., 2014).
Ancak literatiirde az da olsa rahim agzi kanseriyle ilgili c¢alismalar da yer
almaktadir. Rahim agzi kanseri, insan papilloma viriisii (HPV) iliskili bir kanserdir.

HPV enfeksiyonu sonrasi, Lactobacilli tarafindan baskin olan serviks mikroflorasi,
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serviks kanserinin gelisimini engellemek i¢in savasmaktadir. Literatiirde,
vajinadaki Lactobacilli’nin rahim agzi kanserini Onlemeye yonelik antitimor
aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Motevaseli ve ark., 2013). Bu konuda yapilan
calismalarda, HeLa serviks kanser hiicre hattinin, uygun bir model olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir (Rahmati ve ark., 2012). Bizim ¢alismamizda da,
vajinadan izole edilen LAB EPS’lerinin, rahim agz1 kanseri iizerine sitotoksik

etkilerinin arastirilmasi amaciyla HeLa hiicre hatti kullanilmstir.

Lee ve arkadaslariin yaptigi bir ¢alismada (2015), kimgiden izole edilen
Lactococcus lactis KC24 susunun canli hiicrelerinin, HeLa hiicreleri tizerindeki
sitotoksik aktiviteleri arastirildiginda, hiicrelerde %21,16 + 0,92 oraninda
sitotoksisite yarattigi ortaya konmustur. L. acidophilus 36 YL susundan izole edilen
metabolitlerin, HeLa hiicreleri lizerine sitotoksik etkiye sahip oldugu yine yapilan

bir ¢alismayla rapor edilmistir (Nami ve ark., 2014).

Haghshenas ve arkadaslari giinliik riinlerden izole edilen L. plantarum
15HN ve Lactococcus lactis subsp. lactis 44Lac suslarinin canli hiicrelerinin, HeLa
hiicreleri tlizerindeki sitotoksisitesini arastirdiginda; L. plantarum 15HN’nin 50
ng/mL’lik konsantrasyonunda HeLa hiicreleri lizerinde %20 oraninda inhibisyona
neden oldugunu, Lactococcus lactis subsp. lactis 44Lac’m 40 pg/mL’lik
konsantrasyonunda HeLa hiicreleri tizerinde gok az sitotoksisiteye neden oldugunu
rapor etmislerdir. Calisma sonucunda yine doza ve zamana bagl etkiler
gozlenmistir. Yine Motevaseli ve arkadaglarinin (2013) yaptigi bir calismada da, L.
gasseri ATCC 33323 homojenatinin, L. crispatus SJ-3CUS susunun homojenatina
gore HeLa hiicreleri iizerine daha toksik oldugu ortaya konmustur. Bizim
calismamizda da 2 farkli izolatin (E. faecalis 3M2 ve E. faecalis 8M10)
ekzopolisakkaritlerinin, HeLa hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkilerinin farkli
gozlenmistir. E. faecalis 3M2 bakterisinin, E. faecalis 8M10 bakterisine gore HeLa
hiicrelerinde daha sitotoksik oldugu rapor edilmistir (O’ Toole ve Claesson, 2010).
LAB’lerinin probiyotik etkilerinde oldugu gibi antikanser aktivitelerinde de susa

0zgl ozelliklerin oldugu saptanmustir.
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Ayrica yapilan bir c¢aligmada LAB ekzopolisakkaritinin  bizim
calismamizdaki en yiiksek doz gibi 20 mg/mL konsantrasyonda, HeLa hiicreleri
tizerine %86,86 + 4,875 oraninda sitotoksik oldugu ortaya konmustur (Nguyen ve
Nguyen, 2014). Bizim ¢alismamizda ise 20 mg/mL’lik EPS konsantrasyonunun, E.
faecalis 3M2 bakterisi HeLa hiicrelerini %61 oraninda, E. faecalis 8M10 bakterisi

ise %31 oraninda inhibisyona ugrattigi rapor edilmistir.

Pediococcus pentosaceus dekstraninin, 1mg/mL konsantrasyonda Hela
hiicreleri (1x10*) hiicre / kuyu iizerinde antikanser etki gostermedigi bildirilmistir
(Patel ve ark., 2010). Bizim ¢alismamizda da en diisiik doz olan 2,5 mg/mL’lik EPS
konsantrasyonunda diisikk bir inhibisyon etkisi gozlenmistir. E. faecalis 3M2
bakterisi HeLa hiicrelerini bu konsantrasyonda %7,5 oraninda, E. faecalis 8M10

bakterisi ise HeLa hiicrelerini %8 oraninda inhibe ettigi rapor edilmistir.

Pekgok kanser terapdtiklerinin saglikli hiicre ve dokulara da toksik etki
yarattig1 bildirilmistir. Vajinal Lactobacilli canlt hiicrelerinin, saglikli ve kanserli
rahim agz1 hiicrelerine uygulandiginda, saglikli hiicreler iizerine sitotoksik etki
gostermedigi; ancak Lactobacilli siipernatanlar1 uygulandiginda saglikli hiicreler
lizerine sitotoksik etki yarattigi yapilan bir calismayla ortaya konmustur
(Motevaseli ve ark., 2013). Haghshenas ve arkadaslarinin yaptigi bir baska
caligmada da (2014), giinliik triinlerden izole edilen L. plantarum 15HN ve
Lactococcus lactis subsp. lactis 44Lac suglarinin canli hiicrelerinin, saglikli hiicre
hatt1 olan HUVEC hiicreleri lizerine de sitotoksisite gosterdigi rapor edilmistir.
Bizim calismamizda ise; LAB’lerimiz HUVEC hiicrelerine sitotoksik etki
gostermistir. En yiiksek EPS dozu olan 20 mg/mL konsantrasyonda E. faecalis 3M2
bakterisi, HUVEC hiicrelerini %88 oraninda, E. faecalis 8M10 bakterisi ise
HUVEC hiicrelerini %85 oraninda inhibe ettigi gézlenmistir.

Yine yapilan bir diger ¢calismada, L. acidophilus 606’ nin 1siyla 6ldiiriilmiis
hiicrelerinin, normal hiicrelere L. casei ATCC 393’tin 1siyla Oldiriilmiis
hiicrelerinden daha az sitotoksik etki gosterdigi bildirilmistir (Choi ve ark., 2006).
Probiyotik 6zellik susa gore degiskenlik gostermektedir (Dicks ve Botes, 2010).
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SONUC

Vajinal Lactobacilli’'nin rahim agzi kanseri hiicreleri iizerindeki etkileri
heniiz tam olarak aydinlatilamamistir (Motevaseli ve ark., 2013). LAB’lerinin
aktikanser aktiviteleriyle ilgili daha fazla ¢alisma yapilmasina gerek vardir (Kim ve
ark., 2002). Gelecek arastirmalar, bu mikroorganizmalarin gastrointestinal Sisteme
dayanikli kapsiillerde ve oviil/kapsiil yapisindaki intravajinal farmasotik
prepatlarda tiretilmek tizere klinik alanda kullanimlarina yonelmistir (Gil ve ark.,
2010). Bu anlamda da, saglikli kadinlardan izole edilen yiiksek asit iiretimine sahip
yeni suslarin, probiyotik olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Aslim ve Kilig,
2006).

Calismamizda E. faecalis 3M2 bakterisinin, E. faecalis 8M10 bakterisinin
ekzopolisakkaritine gore HeLa hiicreleri lizerine daha yiiksek oranda toksisite
gosterdigi gozlenmistir. Buradan antikanser aktivitenin de, susa gore degiskenlik
gdsterebilecegi saptanmustir. izolatlarrmizin, saglikli hiicre hatti olan HUVEC
hiicrelerini de etkilemesi sebebiyle, etkili izolatimizin ¢esitli farmasdtik ve
biyoteknolojik yontemlerle gelistirilerek, hedefe yonlendirme yapilabilmesi
miimkiin olabilmektedir. Ayn1 zamanda, vajinadan izole edilen diger LAB’lerinin
de antikanser aktivitelerinin olup olmadigimni ortaya koymak adina, ¢aligmalara

devam edilecektir.
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