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ONSOZ

Son yillarda gereksiz ve bilingsiz antibiyotik kullanimi sonucunda artan
antibiyotik direnci insan saghigim ciddi sekilde etkilemektedir. Ozellikle ¢ogul
direngli mikroorganizmalarin ortaya ¢ikisi ve bu mikroorganizmalarin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde yetersiz kalinmasi arastirmacilar1 alternatif tedavi

yontemleri aramaya yonlendirmistir.

Antimikrobiyal etkili sekonder metabolit tiretmeleri nedeniyle Lactobacillus
tiirleri arastirmacilarin ¢alismalarmma siklikla konu olmaktadir. Bu bakteriler
insanlarda agiz, vajen ve bagirsak floralarinda bulunurlar. Vajina epitelindeki
glikojenden, laktik asit olusturarak pH’1 4’e kadar diisiiriirler ve bdylece patojen

mikroorganizmalarin yerlesmesini onlerler.

Ulkemizde gidalardan izole edilen Lactobacillus tiirlerinin antimikrobiyal
aktivitelerinin arastirilmasi {izerine yapilan pek ¢ok arastirma bulunmasina ragmen,
klinik 6rnek olarak vajenden izole edilmis Laktobasillerin antimikrobiyal aktiviteleri

lizerine yapilan aragtirmalarin azlig1 ¢calismamizi 6nemli kilmaktadir.
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1. GIRIS

Antibiyotiklere karsi giderek artan direng gelisimi diinya genelinde oldukca
ciddi boyutlardadir. Her gegen giin diinyanin farkli bolgelerinden ¢ogul direncli yeni
mikroorganizmalar bildirilmektedir (Islam ve ark., 2017; Raut ve ark., 2017). Bu
mikroorganizmalarin yol a¢ti1 enfeksiyonlar, onemli morbidite ve mortalite kaynagi
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (WHO, 2017). Her yil yaklasik olarak 700.000 kisi
ilaca direngli suslarin neden oldugu hastaliklar nedeniyle hayatin1 kaybetmektedir.
2050 yilina kadar bu saymin yilda 10 milyon kisiye ulasacagi ve ekonomik kaybin
100 trilyon dolar1 gegecegi dngoriilmektedir (Ahmad ve ark., 2017). Cogul direngli
mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmak tizere
yeni antimikrobiyal etkili bilesiklere ihtiyag duyulmaktadir. Yeni antibiyotik
gruplarinin bulunamamasi ve var olan ila¢ seceneklerine karsi dnlenemez direng
gelisimi, bilim adamlarini alternatif tedavi seceneklerinin aragtirilmasina yoneltmistir

(WHO, 2017).

Laktik asit bakterileri (LAB) arasinda gruplandirilan Lactobacillus cinsi,
karbonhidrat metabolizmalar1 sonucunda baslica son iiriin olarak laktik asit olusturan
mikroorganizmalardir. Glikozdan major fermantasyon {irlinii olarak laktik asit
olusturmalarinin yaninda, bazi gruplarinin degisik miktarlarda asetik asit, etil alkol
ve karbondioksit gibi bilesikler de olusturdugu bilinmektedir (Kandler ve Weiss,
1986, s.:1218).

Laktobasiller, antimikrobiyal etkili bilesikler {ireterek gida giivenligini
arttirirlar ve raf Omriinii uzatirlar. Organik asit, hidrojen peroksit, asetaldehit,
karbondioksit, diasetil, etanol ile bakteriyosin ve benzeri lriinler olusturarak
gidalarda bozulmaya yol agan mikroorganizmalara karsi antagonistik aktivite

gosterirler (Holzapfel ve ark., 1995).

Laktobasiller insanlarda normal flora iiyesi olarak agizda, vajende ve

bagirsaklarda bulunurlar (Davoodabadi ve ark., 2015). Urettikleri sekonder



metabolitler ve antagonizma etkileri sayesinde bu bolgelerde koruyucu olarak gorev
yaparlar (Kilig ve Aslim, 2003). Menopoz oncesi saglikli kadinlarda vajende
dominant olarak bulunarak, patojen mikroorganizmalarin kolonize olmasina engel

olurlar (Kovachev, 2017).

Yapilan literatlir taramasinda gidalardan izole edilen Laktobasillerin
antimikrobiyal aktiviteleri iizerine yapilan pek cok caligma bulunmasina ragmen
(Todorov ve ark., 2014; Jabbari ve ark., 2017), klinik 6rnek olarak vajenden izole
edilen Laktobasillerin antimikrobiyal aktiviteleri iizerine yapilan ¢aligsmalarin sinirh

sayida oldugu goriilmiistiir (Dimitonova ve ark., 2007; Stoyancheva ve ark., 2014).

Bu ¢alismanin amaci, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum Anabilim Dali’'ndan Cebeci Hastanesi Merkez Laboratuvari’na gonderilen
vajen kiiltlirlerinden izole edilmis Lactobacillus tiirlerinin iirettigi sekonder
metabolitlerin, ¢esitli  test mikroorganizmalar1  iizerindeki  antimikrobiyal

aktivitelerinin arastirilmasidir.



1.1. Laktik Asit Bakterileri

LAB bitkilerde, deniz ve kara hayvanlarinda, insan viicudunun mukozal
ylzeylerinde, fermente gidalar gibi Ozellikle karbonhidrat agisindan zengin olan
ortamlarda yaygin olarak bulunan mikroorganizmalardir. Bu bakteriler, insan ve
hayvan mikrobiyotasinin iiyesidirler (Florou-Paneri ve ark., 2013). Insan
mikrobiyotasi cilt, agiz boslugu, konjonktiva, gastrointestinal sistem ve vajinada
kolonize olmus mikroorganizmalardan olusmaktadir. Mikrobiyotada bulunan
mikroorganizmalar saglikli bir yasam i¢in insan viicuduna katkida bulunur

(Stoyancheva ve ark., 2014).

Bu bakteriler ilk olarak 1900’lerin baglarinda bir mikroorganizma grubu olarak
arastirmacilarin dikkatini ¢ekmeye baslamistir. LAB terimi ilk kez 1919°da Orla
Jensen tarafindan kullanilmis ve gilinlimiizde kullanilan siniflandirmaya temel
olusturmustur. Bu simiflandirma hiicresel morfolojileri, glikoz fermentasyonlari,
biiyiime sicakligi araliklar1 ve seker kullanimlar1 géz Oniine alinarak yapilmustir.
Mevcut taksonomik siniflandirmaya gore LAB; Firmicutes subesi, Bacilli siifi ve
Lactobacillales takimina aittir ve Aerococcus, Carnobacterium, Alloiococcus,
Enterococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Oenococcus, Symbiobacterium, Tetragenococcus, Vagococcus ve
Weissella cinslerini igermektedir. Bunlar diisiik guanin-sitozin (G-C) oranina sahip
mikroorganizmalardir (%31-49). Bifidobacterium’lar, LAB ile filogenetik agidan
zayif baglantili olmasi, farkli heksoz parcalama yolaklar1 gostermesi ve G-C
oranlarinin %55’den fazla olmasina ragmen bir¢cok kaynakta bu grup igerisinde
siniflandirilmistir. Ancak Bifidobacterium’lar, Actinobacteria subesi igerisinde yer

alirlar (Liu ve ark., 2014).

LAB, mikroaerofilik ya da anaerobik, aside kars1 direngli ve spor olusturmayan
cubuk ya da kok seklindeki bakterilerdir. Gram pozitif boyanirlar. Genellikle katalaz
negatiftirler ancak bazi suslar pseudokatalaz iiretebilirler (Liu ve ark., 2014). Laktik

asit bakterilerinin ana metabolizmasi farkli karbonhidratlari ve ilgili bilesikleri laktik



asit ve enerji Ureterek parcalamaktir. Glukoz fermentasyonlarina gore
homofermentatif ve heterofermentatif olarak iki gruba ayrilirlar. Homofermentatifler,
karbonhidratlardan  son iirlin  olarak laktik asit meydana getirirken;
heterofermentatifler, laktik asidin yaninda etanol, asetik asit ve karbondioksit gibi

tiriinler de olustururlar (Florou-Paneri ve ark., 2013).

LAB, fermentasyonda rol almalar1 nedeniyle “siitii eksiten mikrooranizmalar”
olarak adlandirilmis ve gidalar ile olumsuz olarak iliskilendirilmistir. Ancak
giiniimiizde yararli mikroorganizmalar olarak goriilmeye baslanmis ve probiyotik
ozellikte olan suslarin sagligi olumlu yonde etkiledigi yapilan cesitli ¢aligmalarda
bildirilmistir (Hojsak ve ark., 2017; Jafarpour ve ark., 2017). LAB siit endiistrisinde
“starter kiiltir” olarak kullanimlarinin yaninda probiyotik olarak da gesitli endiistri

alanlarinda kullanilmaktadir (Liu ve ark., 2014).

Lactobacillus cinsi, gida mikrobiyolojisi alaninda siklikla kullanilan birgok
tiirli igermektedir. Bu tiirlerden bazilar1 fermente gidalarin tiretiminde 6nemli bir yere
sahipken; bazilar1 da besin koruyucu olarak kullanilmaktadir. Bu cinse ait tiirlerin
cogu gida teknolojisinde GRAS (Generally Recognized As Safe) yani giivenli olarak
kabul edilmektedir (Liu ve ark., 2014).

1.1.1. Lactobacillus Cinsi

Laktik asit bakterilerinin en genis cinsidir. Lactobacillaceae tamilyasinda yer
alan bu cinsin icinde 100°den fazla tiir bulunur (Liu ve ark., 2014). Insan
mikrobiyotasinda gastrointestinal sistem, vajina ve orofarenks florasinda bulunan
Gram pozitif basil seklindeki bakterilerdir (Winn ve ark., 2006, s.:838). Probiyotik
olarak kullanilan bir¢ok tiirii vardir. Bazi fizyolojik 6zellikleri gastrointestinal
sistemde canliligin1 koruyabilmesine olanak tanimaktadir. Diisiik pH ve/veya safra
tuzlarma karst direngli olmalar1 ile genis bir biiyiime sicakligi araligmna sahip
olmalari, probiyotik olarak fonksiyon gostermelerinin 6n kosullarindandir (Klein ve

ark., 1998). Mikroskobik incelemede siklikla ince ve uzun olarak goriiliirken, bazi



tiirler kokobasil 6zellik gosterir. Uzun zincirler olusturabilirler. Cogu tiirii hareketsiz
olsa da hareketli tiirleri de mevcuttur. Hareketli tiirleri peritrik flagellaya sahiptir.
Spor olusturmazlar. Katalaz ve oksidaz negatif Ozellik gosterirler. Kismen
anaeroblardir (Winn ve ark., 2006, s.:838). DNA baz kompozisyonunda % G+C mol
oranlar1 % 32-53 gibi bir aralikta degismektedir (Kandler ve Weiss, 1986, s.:1218).

Lactobacillus cinsi ilk kez 1901 yilinda Beijerinck tarafindan tanimlanmistir
(Liu ve ark., 2014). Daha sonra Orla Jensen tarafindan optimal biiyiime sicakliklar
ve heksoz fermente yolaklarima gore Thermobacterium, Streptobacterium ve
Betabacterium olmak tlizere li¢ alt gruba ayrilmistir (Kandler ve Weiss, 1986,
s.:1218; Klein ve ark., 1998; Liu ve ark., 2014). Ancak ilerleyen yillarda modern
molekiiler metodlar fenotipik oOzelliklere goére yapilan smiflandirmanin uygun
olmadigin1 gostermistir (Klein ve ark., 1998). Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology’nin ikinci baskisinda c¢ok sayida Lactobacillus tiirii listelenmis ve

yeniden siniflandirilma yapilmistir. Bu siniflandirmaya gore;

*  Grup I (Zorunlu Homofermentatif Laktobasiller): Bu gruptaki tiirler heksozu
Embden-Meyerhof yolu ile fermente ederler ve neredeyse son iiriin olarak
sadece laktik asit olustururlar. Pentozlar1 ve glukonati fermente etmezler

(Kandler ve Weiss, 1986, s.:1218).

* Grup II (Fakiiltatif Heterofermentatif Laktobasiller): Heksozu Embden-
Meyerhof yolu ile fermente ederler ve bazi tiirler laktik asidin yaninda son iiriin
olarak asetik asit, etanol ve formik asit de olusturabilir. Pentozu ise fosfoketolaz

enzimi ile parcalarlar ve laktik asit ve asetik asit olustururlar (Kandler ve Weiss,

1986, s.:1218).

*  Grup III (Zorunlu Heterofermentatif Laktobasiller): Fermentasyonu sadece
fosfoketolaza dayali metabolik yolla gerceklestirirler. Heksozu laktik asit, asetik
asit, etanol ve CO;’ye; pentozu laktik asit ve asetik aside fermente ederler.
Sekerin fermentasyonu sirasinda gaz olustururlar (Kandler ve Weiss, 1986,

s.:1218).



Gida teknolojisi agisindan bu siniflandirma daha uygundur. I. ve II. Grup ile

III. Grup’ta yer alan bazi tiirler fermente gidalarin iiretiminde kullanilirken, III.

Grup’ta bulunan tiirlerin ¢ogunlugu daha ¢ok gidalarin bozulmasiyla iliskilendirilir

(Liu ve ark., 2014).

Laktobasiller enerji ve karbon kaynagi olarak sadece karbonhidratlar

kullanmazlar. Karbonhidratlarin yaninda niikleoidler, aminoasitler ve vitaminleri de

kullanirlar (Kandler ve Weiss, 1986, s.:1212). Klein ve arkadaslar1 (1998),

laktobasilleri; Lactobacillus acidophilus grubu, Lactobacillus casei grubu ve

Lactobacillus reuteri/fermentum grubu olmak {izere 3 gruba ayirmislardir.

Lactobacillus acidophilus Grubu: Bu gruba ait toplam alt1 tiir bulunmaktadir.
Baslangicta sadece Lactobacillus acidophilus bilinmekteydi. ilk kez Moro
tarafindan 1900°de Bacillus acidophilus olarak adlandirilmis ve daha sonra
Hansen ve Moquot tarafindan 1970°de yeniden diizenlemistir. 1953°te L.
crispatus, 1970’de L. amylovorus, 1980°de L. gasseri ve 1992°de ise L.
johnsonii ve L. gallinarum tanimlanarak bu gruba dahil edilmistir. L. gasseri, L.
johnsonii, L. acidophilus ve L. crispatus tirleri probiyotik olarak

kullanilmaktadir (Klein ve ark., 1998).

Lactobacillus casei Grubu: Bu grupta L. zaea, L. casei, L. paracasei ve L.
rhamnosus tiirleri yer alirlar. Bunlardan L. casei, L. paracasei ve L. rhamnosus
probiyotik olarak kullanilmaktadir. Bu gruba ilk olarak sadece L. casei dahil
edilmis ve 5 alt gruba ayrilmistir; L. casei subsp. casei, L. casei subsp. alactosus,
L. casei subsp. pseudoplantarum, L. casei subsp. tolerans ve L. casei subsp.
rhamnosus. Collins ve arkadaglart 1989 yilinda bu grubun yeniden
siiflandirilmasint 6nermis ve iki yeni tiir L. paracasei ve L. rhamnosus’u
tanimlamislardir. Onceki smiflandirmada yer alan alt tiirlerden L. casei subsp.
casei yeniden tanimlanarak higbir alt tiir igermeyen L. casei’ye
doniistiiriilmiistiir. Diger taraftan L. paracasei iki alt tiir icermektedir. Onceki
simiflandirmada yer alan L. casei subsp. alactosus ve L. casei subsp.

pseudoplantarum’u iceren L. paracasei subsp. paracasei ve L. casei’nin alt tiirii



L. casei subsp. tolerans ile ayni ad1 tasiyan L. paracasei subsp. tolerans’tir. Yeni
tiir olan L. rhamnosus ise sadece L. casei subsp. rhamnosus’dan olugmaktadir.
Dicks ve arkadaglar1 1996 yilinda yaptiklar1 siniflandirmada L. casei ATCC 393

susunu L. zaea olarak adlandirmiglardir (Klein ve ark., 1998).

e L. reuteri / fermentum Grubu: L. fermentum ilk kez Lerche and Reuter
tarafindan 1962°de izole edilmistir. Daha sonra 1964 yilinda Reuter tarafindan
American Type Culture Collection’a (ATCC 23277) eklenmistir. 1980 yilinda
Kandler ve arkadaslar1 L. reuteri’yi tamimlamiglardir. L. reuteri bakteriyosin
iireten probiyotik bir sus olmasi nedeniyle biiyiik ilgi gérmektedir. Hayvan
besiciliginde kullaniominin yani sira yogurt ve miistahzar iiretiminde de
kullanilmaktadir. Bu gruptaki iki tiir fenotipik olarak birbirlerine ¢ok yakindir.
Biyokimyasal 6zelliklerine gore ayirim yapilabilir. Peptidoglikan yapilart iki tiir

arasinda onemli olglide farklilik gosterir (Klein ve ark., 1998).

1.2. Laktik Asit Bakterilerinin Urettigi Sekonder Metabolitler ve Antagonizm

Mekanizmalari

Niifus artigina paralel olarak seri liretime gecilmesi ve raf démrii uzun besinlere
olan ihtiyag, gidalarin iiretim asamalarina olan ilgiyi arttirmistir. Gida sektoriinde,
kolay ve seri iiretime uygun yontemler ile besinsel degeri yiiksek, giivenilir, raf dmrii
uzun lriinlerin elde edilmesi temeldir. Bununla birlikte gidalara raf dmriinii uzatmak
amaciyla ilave edilen kimyasallarin ¢esitli hastaliklara neden olmasi, tiiketicilerin
daha dogal ve yapay katki maddesi i¢cermeyen besinleri tercih etmesine neden
olmustur. Bu nedenle dogal gida koruyucularinin belirlenmesi ve sektorde

kullanilmasina yonelik ¢alismalar 6nem kazanmistir (Dinger ve ark., 2009).

LAB organik asitler, diasetil, asetoin, hidrojen peroksit, reuterin, antifungal
peptitler ve Dbakteriyosinler gibi ¢ok ¢esitli antimikrobiyal metabolitler
olusturmaktadir. Bu nedenle gidalarda patojen kontroliinde ve raf Omriiniin

uzatilmasinda kullanilmaktadirlar (Holzapfel ve ark., 1995).



Bir mikroorganizmanin biiyiime hizi ve rekabet giicii, oksidasyon-rediiksiyon
potansiyeli, su aktivitesi, pH ve sicaklik gibi faktorleri iceren intrinsik ve ekstrinsik
faktorler ve bir substrata olan adaptasyonu ile belirlenir. Mikroorganizmalarin
besinlere karsi rekabeti ve tirettikleri antimikrobiyal metabolitler istenmeyen veya
patojenik mikroorganizmalarin inhibisyonuna neden olur. Boylelikle bu mikrobiyal
aktiviteye sahip metabolitlerin birini veya birden fazlasini iireten mikroorganizma
yarisma halinde oldugu diger mikroorganizmalara karsi kolaylikla iistiinliik

saglayabilir (Holzapfel ve ark., 1995).

Holzapfel ve arkadaslari (1995) calismalarinda LAB’nin irettikleri bu

metabolitleri bes ana baslik altinda gruplandirmislardir:

1.2.1. Organik Asitler

» Laktik Asit: LAB’nin karakteristik fermentasyon iirlintidiir. Laktik asidin pH’1
disiirmesi Clostridium ve Pseudomonas gibi clritiiciilerin, Salmonella ve
Listeria gibi patojenlerin ve Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium
botulinum gibi toksinojenik bakterilerin iiremesini inhibe edebilir. Ayrica asitlerin
yaglar1 ¢ozebilme 6zelliklerinden dolay1 kolaylikla hiicre duvarindan hiicre igine
gecebilirler. Boylece hiicrenin pH’sini diisiirerek metabolik aktiviteyi yavaslatirlar

(Holzapfel ve ark., 1995).

= Asetik Asit: Asetik asit, laktik asitten daha ytliksek bir ayrisma sabitine sahip
oldugu i¢in daha giiclii bir inhibisyon gosterir. Heterofermantatif LAB, heksozun
fermantasyonu sirasinda laktik asit yaninda az miktarda asetik asit de meydana
getirebilmektedirler. Ayrica sinirli heksoz miktar1 veya oksijenin bulunmamasi
gibi durumlarda homofermentatif LAB, laktik asit yerine asetik asit, formik asit

ve CO; gibi son triinler de olusturabilmektedir (Holzapfel ve ark., 1995).

Gouda peyniri ve az yagh yogurt gibi bazi fermente iiriinlerde benzoik asit

konsantrasyonu normal olarak beklenilen degeri asar. Bu durum Lactobacillus



casei gibi bazi LAB’nin hippurik asit metabolizmasiyla a¢iklanmaktadir ve bu

gibi siit iirtinlerinde ekstra koruma saglamaktadir (Holzapfel ve ark., 1995).

Vajende bulunan Lactobacillus’lar irettikleri laktik asit sayesinde ortamin
asidik olmasini saglarlar. Boylelikle vajinal enfeksiyon ajanlarina kars1 koruyucu rol
oynadiklar1 diistiniilmektedir. Herhangi bir sebeple vajinal floranin degismesi
Lactobacillus’larin koruyucu etkisinin ortadan kalkmasina neden olabilmektedir

(Petricevic ve ark., 2013).

1.2.2. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit (H2O,) cogu LAB tarafindan oksijen ile piruvat, laktat ve
nikotinamid adenin dintikleotid (NADH) varliginda flavin enzimi yardimu ile iiretilir.
Pseudomonas ve S. aureus gibi istenmeyen patojenler LAB’ne kiyasla H,O;’e kars1

daha duyarlidir (Holzapfel ve ark., 1995).

H,0, iiretim miktarlar1 agisindan laktobasiller farklilik gosterebilmektedirler.
Yapilan ¢alismalarda bu farklilifa dayanarak, tiirlerin antimikrobiyal aktivitesinin

degisebilecegi bildirilmektedir (Pendharkar ve ark., 2013).

1.2.3. Enzimler

Laktoperoksidaz enzimi siit ve siit lirlinlerinde, patojen ve bozulmaya neden
olan bakterilere kars1 kullanilmaktadir. Lizozim enzimi ise istenmeyen Gram pozitif

bakterilere kars1 etkilidir (Holzapfel ve ark., 1995).



1.2.4. Diisiik Molekiil Agirhikli Metabolitler

Diisilk molekiil agirlikli metabolitlerin kismen antimikrobiyal aktiviteleri

oldugu bilinmektedir (Holzapfel ve ark., 1995).

= Diasetil: Lactococcus, Leuconostoc ve Pediococcus tirleri tarafindan sitrik asidin
bozunmas1 sirasinda {retilir. Besinlerde koruyucu etkisinden daha cok sahip

oldugu yogun aroma i¢in kullanilir.

= Karbondioksit: Heterofermentatif LAB’nin heksoz fermentasyonunda {iretilir.

Aerobik bakterilere karsi toksiktir.

» Reuterin (3-hidroksipropiyonaldehit): L. reuteri tarafindan gliseroliin
fermentasyonu sonucunda {iretilir. Riboniikleotid rediiktazi inhibe ederek genis
antimikrobiyal aktivite gosterir. Balik ve et iriinlerinde koruyucu olarak

kullanilabilmektedir.

1.2.5. Bakteriyosinler

Organizmalarin biiyiimeleri, gelismeleri ve tliremeleri ile dogrudan iligkili
olmayan, trettikleri organik bilesiklere sekonder metabolitler adi verilmektedir. Bu
sekonder metabolitler genellikle antibiyotikler, pigmentler, toksinler, ekolojik
rekabet ve ortak yasam etkenleri, feromonlar, enzim inhibitorleri, immiinomodiilator
ajanlar, reseptor antagonistleri ve agonistleri igeren diisiik molekiil kiitleli iiriinlerdir.

Bakteriyosinler de sekonder metabolitler arasinda yer alirlar (Ramu ve ark., 2015).

Bakteriyosinler, baz1 bakteriler tarafindan iiretilen, 1stya dayanikli, genellikle
yakin akraba tiirler iizerine bakterisidal etki gosteren peptidlerdir (Klaenhammer,

1998). Bakterilerin savunma sisteminde 6nemli rol oynarlar (Ramu ve ark., 2015).
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Ayrica bakteriyosini iireten bakteri, o bakteriyosine karsi spesifik immun

mekanizmaya sahiptir (Cotter ve ark., 2005).

Baz1 aragtirmacilar antimikrobiyal aktivitelerinden dolay1 bakteriyosinlerin,
antibiyotiklerle ayni1 smif altinda toplanabilecegini diisiinmektedir. Ancak
bakteriyosinler, sentezlenme sekillerinin, etki mekanizmalarinin, antimikrobiyal
spektrumunun, toksik etkilerinin ve diren¢ mekanizmasinin farkli olmasindan dolay1
antibiyotiklerden farklilik gosterirler (Cleveland ve ark., 2001). Antibiyotikler multi-
enzim kompleksleri tarafindan iiretilirken, bakteriyosinler bakteri ribozomlarinda
tiretilen bakterisidal peptidlerdir. Ayrica bakteriyosinlerin  etki spektrumu

antibiyotiklere gore daha dardir (Ramu ve ark., 2015).

Bakteriyosinler hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakteriler tarafindan
tiretilirler. Gram pozitif bakterilerin {rettikleri bakteriyosinler dort grup altinda
siiflandirilmistir. Siilfit (Lantioninlerde oldugu gibi) ve disiilfit baglariin varligi
major ayirt edici faktor olarak dikkate alinmistir. Ayni zamanda bu baglar etki
spektrumundan da sorumludur. Bununla birlikte molekiiler kiitle, 1siya karsi
dayaniklilik, enzimatik sensitivite, post-translasyonel modifiye protein varligi ve etki
sekli o6zellikle alt gruplar halinde siniflandirilmalarinda rol oynamaktadir (Ramu ve

ark., 2015).

Klaenhammer tarafindan 1993°te laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen

bakteriyosinler dort sinifa ayrilmistir:

Sinif I: Post translasyonel modifiye bakteriyosinler (lantibiyotikler)
Smif II: Kiigiik (<10 kDa) 1s1ya dayaniklt membran aktif bakteriyosinler
Siif III: Biiyiik (>10 kDa) 1s1ya duyarl bakteriyosinler

Siif I'V: Protein kismina lipit ve karbonhidrat ilaveli kompeks bakteriyosinler
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e Simif I Bakteriyosinler: Bunlar yapilarinda lantionin veya metil lantionin gibi
farkl1 aminoasitleri igeren post translasyonel modifiye peptidlerdir. Lantionin
igermelerinden dolay1 lantibiyotikler olarak da adlandirlirlar. Laktik asit
bakterileri tarafindan iiretilen Gram pozitif bakterilere karsi etkili olan ve 5
kDa’dan kiiclik olan yapilardir (Ramu ve ark., 2015). Genel olarak linear (Tip A)
ve globular (Tip B) olarak iki alt gruba ayrilmakla birlikte ilave alt gruplar halen
tartisilmaktadir (Dinger ve ark., 2009). Nisin, subtilin, sitolisin ve variasin 8 bazi

ornekleridir (Ramu ve ark., 2015).

e Smmf II Bakteriyosinler: Isiya dayanikli, modifiye edilmemis, yapilarinda farkl
aminoasitler bulundurmayan yapilardir. Bu ylizden onlara non-lantibiyotikler
denir. Laktik asit bakterileri tarafindan {iretilen 10 kDa’dan kiigiik peptid
molekiilleridir (Ramu ve ark., 2015).

Smif II bakteriyosinleri II-a, II-b, II-c olarak 3 alt gruba ayrilir. Bunlar sirasiyla:
Pediosin benzeri bakteriyosinler, iki peptidli bakteriyosinler ve tiyol ile aktive
edilmis bakteriyosinlerdir. Pediosin PA-1, laktasin F, enterosin AS-48 bazi
orneklerdir (Ramu ve ark., 2015).

Smif I ile Sinif II bakteriyosinleri arasindaki major fark Sinif I post translasyonel
degisime ugramasi nedeniyle lantionin igerirken, Simif II’'nin degisime

ugramamasidir (Ramu ve ark., 2015).

e Smmf III Bakteriyosinler: Isiya karsi dayaniksiz, 10 kDa’dan biiylik protein
molekiilleridir. I1I-a (bakteriyolizinler) ve III-b (non litik bakteriyosinler) olmak
tizere iki alt sinift vardir (Ramu ve ark., 2015). Bu bakteriyosinlerin geneli hiicre
duvarma etkili kiicik bir gruptur (Dinger ve ark., 2009). Gram pozitif
Staphylococcus tiirlerinin tirettigi 27 kDa biiytikliiglindeki lizostafin arastirilan en

iyi bakteriyolizindir (Ramu ve ark., 2015).
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e Simif IV Bakteriyosinler: Bunlar bakteriyosin aktivitesini sergileyebilmek i¢in
karbonhidrat ya da lipid kisimlari igeren kompleks proteinlerdir. Bu grup,
bakteriyosinlerin sadece proteazlarla muamele ile degil ayn1 zamanda glikolitik ve
lipolitik enzimlerden de etkilendiginin gozlenmesi nedeniyle sonradan
eklenmistir. Plantarisin S ve leukonosin S baslica 6rnekleridir (Ramu ve ark.,

2015).

Son yillarda sirkiiler bakteriyosinlerin Sinif V olarak ayr1 grup altinda kabul
edilmesi gerektigi ileri siiriilmiistiir. Laktik asit bakterilerinin bakteriyosinlerinin bes
ana gruba ayrildig: tartisilsa da Cotter ve arkadaslari (2005), bu siniflandirmayi
gelistirerek bakteriyosinleri iki grup altinda toplamistir. Bunlar Sinif I lantiyonin
icerenler-lantibiyotikler ve Smif II lantiyonin icermeyen bakteriyosinlerdir. Siif II-
a, III, IV ve V smf II altinda toplanmistir. Bu nedenle bu grup, degistirilmemis
peptidler, pediosin benzeri peptidler, iki bilesenli peptidler, siklik peptidler ve karisik
bakteriyosinleri icermektedir (Ramu ve ark., 2015). Eski Smif III bakteriyosinleri
yani 1stya dayaniksiz murein hidrolazlar ise bakteriyolizinler olarak adlandirmislardir

(Cotter ve ark., 2005).

Cotter ve arkadaslarinin yaptiklart yeni siniflandirma ise su sekildedir:

e Smmf I Bakteriyosinler (Lantibiyotikler): Lantibiyotikler, lantiyonin ya da (-
metil lantiyonin kisimlar1 igceren 19-38 aminoasit uzunlugunda olan kii¢iik
peptidlerdir. Bu kisimlar aminoasitler arasinda kovalent baglar olusturur ve

lantibiyotiklere karakteristik yapisini verirler (Cotter ve ark., 2005).

Lantibiyotiklerin en onemli tiyesi Lactococcus lactis subsp. lactis tarafindan
tiretilen nisindir. Yapilarindaki aminoasit farkliligindan dolay1 Nisin A ve Nisin Z
olarak iki varyanti bulunur. Ancak etkileri aynidir. pH 2’ye kars1 dayanikli ve
2-7 'C’de uzun siire saklanabilirken, oda sicakliginda pH 7’nin iizerinde inaktive

olurlar (Balciunas ve ark., 2013).
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Lantibiyotikler, yap1 ve etki mekanizmalarina gére gruplandirilirlar. Yapilarina
gore siiflandirmada tek peptid veya iki peptid icermeleri etkilidir. Tek peptid
icerenler; nisin, mersasidin ve laktisin 481 iken iki peptid icerenler; laktisin 3147

ve sitolisindir (Cotter ve ark., 2005).

Etki mekanizmalarina gore degerlendirilecek olunursa, genellikle nisin gibi uzun
katyonik lantibiyotikler membranlarda por olusumu ve peptidoglikan sentezinin
Onlenmesi ile etkilerini gosterirler. Por olusumu membran potansiyelinin kaybina
ve kii¢iik metabolitlerin hiicreden ¢ikisina, peptidoglikan sentezinin 6nlenmesi ise
hiicre duvar sentezinin engellenmesine neden olur. Buna karsilik, mersasidin gibi
kiiresel lantibiyotikler sadece Lipid II’ye baglanarak etkilerini gosterirler. Por

olusumuna neden olmazlar (Cotter ve ark., 2005).

Laktisin 3147 gibi iki peptidli lantibiyotikler ise iki etki mekanizmasma da
sahiptir. Bu durumun iki peptidin sinerjik etkisiyle gerceklestigi diisiiniilmektedir.
Giinlimiizde nisinin, laktisin 3147 gibi, iki mekanizmaya da sahip olarak etki
gosterdigi goriilmiistiir. Lantibiyotiklerin bu karmasik yapilar1 onlarin alt gruplara
ayrilmalarint zorlastirmaktadir. Modifiye edilmemis propeptidlerin dizilimine

gore 11 alt gruba ayrilabilecegi dnerilmektedir (Cotter ve ark., 2005).

Smif II Bakteriyosinler (Lantiyonin Icermeyenler): Daha yaygin olan
lantiyonin i¢ermeyen bakteriyosinler 10 kD’dan kiigiikk, 1siya dayanikli
peptidlerdir.  Lantibiyotiklerin  aksine  post-translasyonel = modifikasyona
ugramamuslardir (Cotter ve ark., 2005). Simf II bakteriyosinler etkilerini ampifilik
helikal yapilari ile hedef bakterinin sitoplazmik membranina girerek gosterirler.
Membran gecirgenligini indiikleyerek molekiillerin hiicre disina ¢ikmasina yol
acarlar bdylece hiicrenin Oliimiine neden olurlar (Balciunas ve ark., 2013).
Gruplandirilirken birkag grup One siirtilmiistiir ama onlarin heterojen yapilari

rasyonel siiflandirmay1 zorlastirmistir (Cotter ve ark., 2005).

14



Sinif II bakteriyosinler ii¢ gruba ayrilirlar:

a) Smf II-a: Pediosin benzeri ya da Listeria aktif bakteriyosinler olarak da
adlandirilirlar. Listeria aktif bakteriyosinler adin1 dar spektrumlu olmalarina
karsin  gida patojeni L. monocytogenes’e karst spesifik  aktivite
gostermelerinden dolayr alirlar. L. monocytogenes’in  fosfotransferaz
sisteminin mannoz permeazi ile Simif Il-a bakteriyosinlerin duyarliligi
arasinda bag kurulmustur. L. monocytogenes’de permeaz1 kodlayan mptACD
geninin {liretiminin azalmasi, mesenterisin ve leukosine karsi direng

gelisimine neden olmaktadir (Balciunas ve ark., 2013).

Yapilarinda kivrim seklinde N terminali ve bir ya da iki a-heliks yapisi i¢eren
C terminali vardir (Balciunas ve ark., 2013). N terminalinin, hedef yiizeye
spesifik olmayan baglanmay1 kolaylastirdigi, C terminal bolgesinin ise
Listerial antimikrobiyal spektrumdan sorumlu oldugu diistiniilmektedir. Yani
Smif Il-a bakteriyosinlerde, C terminali tarafindan spesifik hedef belirlenir
(Cotter ve ark., 2005). C ucu ile hiicre membraninda por olusumuna neden
olarak, proton motiv gii¢c kaybina neden olur. Proton motiv giiclin tekrar
saglanmaya calisilmast hizli ATP tiiketimine neden olur. Bu da hiicreyi

Oliime gotiirtir (Balciunas ve ark., 2013).

Pediosin PA-1, Smf II-a’ya ait, sadece farkl tiirler tarafindan degil ayni
zamanda laktik asit bakterilerinin farkli cinsleri tarafindan da {iretilen tek
bakteriyosindir. Baslangigta Pediococcus acidilactici’de saptanmistir. Daha
sonra pediokoklarin diger tiirlerinin de pediosin iirettigi goriilmiistiir. Yapilan
bir ¢alismada, Fransiz peynirinden izole edilen L. plantarum’dan pediocin
Ach adinda, L. monocytogenes, Staphylococcus aureus ve Clostridium
perfringens’e karsi etkili bir bakteriyosin elde edilmistir (Balciunas ve ark.,

2013).

Simif II-a simifina ait bakteriyosinlerden bir digeri ise enterosindir.

Enterosinler selektif antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. Leuconostoc ve
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Lactococcus’lara  karsi antagonizm gostermezler. C. perfringens, C.
botulinum, S. aureus ve Listeria’larin baz1 tiirlerine kars1 etki gosterirler

(Balciunas ve ark., 2013).

b) Smmf II-b: Heterodimerik, iki peptidli bakteriyosinlerdir (Balciunas ve ark.,
2013). Aktivitelerinde iki peptidin kombine etkisi s6z konusudur. Peptidler,
tek tek test edildiklerinde bakteriyosin aktiviteleri ¢ok diisiiktiir. Membran
potansiyelinin azalmasi, iyonlarin hiicre disina ¢ikmasi ve hiicre i¢i Adenozin
trifosfat (ATP) konsantrasyonunun azalmasi ile etki gosterirler (Cotter ve

ark., 2005).

¢) Smf IlI-c: N ve C terminallerinin kovalent baglarla baglanmasi ile
olusturduklar1 siklik yapilar baz alinarak gruplandirilmislardir. Az sayida
Smif II-c bakteriyosinleri tanimlanmis olmasina ragmen Cotter ve
arkadaglari, aminoasit dizilislerinin yiizdesine gore 2 alt gruba ayirmayi
onermislerdir. Sinif II-c¢ bakteriyosinlerinden gassarisin A ve reuterisin 6, D-
aminoasit iceren lantibiyotik olmayan tek laktik asit bakterisi

bakteriyosinleridir (Cotter ve ark., 2005).

e Bakteriyosin Olmayan Litik Proteinler (Bakteriyolizinler): Eski Sif III
bakteriyosinleri olan bakteriyolizinler biiyiik, 1siya dayaniksiz, antimikrobiyal
proteinlerdir. Gida mikrobiyolojisinde ilgi duyulan baz1 bakteriyolizinler
tanimlanmis olsa da, simdiye kadar sadece dort laktik asit bakterisi bakteriyolizini
genetik acidan tanimlanmistir. Bunlarin etki mekanizmasi bakteriyosinlerden
farklidir. Hiicre duvart hidrolizini katalize ederek, duyarli hiicrenin
par¢alanmasina neden olurlar. Hedef tanima bolgesini temsil eden C terminali ve
endopeptidazlarla benzerlik gosteren N terminal katalitik bolgesine sahiptirler.
Gergek bakteriyosinlerin aksine, bakteriyosin yapisal genlerine eslik eden spesifik
diren¢ genleri yoktur. Ama {ireticinin, direnci hiicre duvarindaki degisikliklerle
kazanabilecegi diislinlilmektedir. Lizostafin ve enterolizin A bu tip

bakteriyolizinlere 6rnektir (Cotter ve ark., 2005).
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1.2.6. Agregasyon ve Koagregasyon Ozellikleri

Bakteriyel agregasyon, bakterinin konakg¢i hiicreye yapismasii ve oradaki
patojenlerle yer degistirmesini saglayan bir olaydir (Nader-Macias ve Tomas, 2015).
Uzun siireli kolonizasyonlar ic¢in bakterilerin doku hiicre duvarina iyi yapigma

0zelliginin olmas1 gerekir (Redondo-Lopez ve ark., 1990).

LAB, agregasyon ozellikleri sayesinde bulunduklar yiizeylere ve birbirlerine
yapisarak biyolojik bariyer olustururlar. Koagregasyon ozellikleri sayesinde ise
bulundugu bolgeye giren patojen bakterilere yapisarak onlart etkisiz hale getirirler

(Kilig ve Aslim, 2003).

1.3. Vajinanin Anatomik ve Fizyolojik Yapis1

Vajina, genital sisteminin alt bolgesinde bulunur (Kilig ve Aslhim, 2003).
Uterustan dis genital bolge girisine kadar uzanir. Yaklagik 7.5 cm uzunlugunda ve
giiclii kas yapist olan bir kanaldir. Rektum ile mesane ve iiretra arasinda yer alir.
Yeterli esneklik igin vajinanin 6n ve arka duvarlari birbiri iizerine katlanmistir. islevi
ve kasilmas1 bagirsak duvarindan farklidir. Bagirsakla karsilastirildiginda, peristaltik
hareket edemez ve sert degildir. Tunika mukoza, tunika muskularis, tunika
adventisya olmak iizere ii¢ kisimdan olusur. Cok tabakal1 yassi epitel olan mukoza
epitelinin ylizeyel hiicreleri bol miktarda glikojen igerir. Epitel tabakanin kalinlig
yasa baglidir (Valenta, 2005). Epitel hiicrelerde bulunan glikojenin miktari dstrojenin
etkisiyle artar (Kili¢ ve Aslim, 2003).

1.3.1. Vajinal Mikroflora

Vajinal mikroflora, epitelyal hiicrelerin glikojen igerigine, pH’sina, hormonal

diizeylere, cinsel iliski sirasinda meydana gelen travmaya, dogum kontrol
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yontemlerine, yasa, antimikrobiyal tedavi ve dogum gibi baz1 faktorlere bagli olarak

degisebilmektedir (Valenta, 2005).

Vajina, mikroorganizmalar i¢in kompleks bir yasam ortamidir. Laktobasiller bu
bolgede yasayan en baskin bakterilerdir. Urogenital sistemin saghiginin

korunmasinda 6nemli rol oynarlar (Alioua ve ark., 2016).

Insan vajinal mikrofloras1 ile ilgili ilk c¢alismalar, 1892 yilinda Albert
Doderlein tarafindan yapilmistir (Redondo-Lopez ve ark., 1990). Bu nedenle
yenidoganlar ve puberteden menapoza kadar olan donemdeki eriskin kadinlarin vajen
florasinda bulunan L. acidophilus, L. casei, L. fermenti ve L. cellobiosus, Doderlein
basilleri olarak anilmaktadir (Kiyan, 1999). Doderlein ve arkadaglar1 vajinal floranin
homojen ve sadece Gram pozitif basillerden olustugunu diistinmekteydiler. Daha
sonra yapilan caligmalarla vajinanin heterojen bir mikrofloraya sahip oldugu
gosterilmistir. Ancak bu durum sagliksiz vajinal flora olarak adlandirilmistir. Bu
donemi takip eden yillar icerisinde heterojenligin normal vajinal floranin 6zelligi
oldugu anlasilmis ve bu florada koliformlar, difteroidler, aerobik Gram pozitif koklar

ve diger patojenik bakteriler tantmlanmistir (Redondo-Lopez ve ark., 1990).

Normal vajinal mikroflorada bulunan mikroorganizma tiirleri; Lactobacillus,
Staphylococcus, Ureaplasma, Corynebacterium, Streptococcus, Peptostreptococcus,
Gardnerella, Bacterioides, Mycoplasma, Candida, FEubacterium, Anaerobik
Streptococcus,  Bifidobacterium,  Propionibacterium,  Escherichia,  Sarcina,
Klebsiella, Fusobacterium olarak siralanabilir (Redondo-Lopez ve ark., 1990; Zhou

ve ark., 2004).

Bakteriyel vajinozisli kadinlarin vajenlerinde Mobiluncus tiirlerinin de

bulundugu gosterilmistir (Redondo-Lopez ve ark., 1990).

Sagliklt bir kadmin vajinal mikrobiyotasinda bulunabilecek Lactobacillus

tiirleri L. acidophilus, L. plantarum, L. crispatus, L. casei, L. rhamnosus, L. jensenii,
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L. gasseri, L. brevis, L. fermentum, L. minutus, L. catenaforme, L. leichmannii, L.
salivarius, L. reuteri, L. iners, L. vaginalis, L. delbrueckii olarak siralanabilir
(Redondo-Lopez ve ark., 1990; Nader-Macias ve Tomas, 2015; Bertuccini ve ark.,
2017).

Laktobasillerin azalmasi veya yoklugu vajinal floranin mikrobiyal dengesini
bozar. Bu da Gram negatif bakterilerin gelismesine, sonug¢ olarak da bakteriyel
vajinozise neden olabilir. Laktobasiller genital patojenlere karsi olan koruyucu
roliinii rettikleri laktik asit, hidrojen peroksit ve asidolin, laktasin B, laktosin 160

gibi bakteriyosinler ile saglarlar (Petricevic ve ark., 2013).

1.3.2. Vajinal pH

Normal bir kadin wvajinasinin pH’1 4-4.5 arasindadir (Donders, 2007).
Laktobasiller vajina epitelindeki glikojenden laktik asit olusturarak vajen pH’sinin
asiditesini korurlar. Bdylelikle patojen mikroorganizmalarin vajene yerlesmesine
engel olurlar (Subramaniam ve ark., 2016). Normal vajen pH’1 infeksiyon varligi
disinda, menstriiasyon, lokal antifungal veya antibiyotik gibi ajanlarin kullanilmasi
gibi durumlarinda degisebilir (Donders, 2007). Sigara kullanimi, gebelik, yas gibi
etmenler de vajinal floranin degismesine ve vajinadaki Lactobacillus oraninin

azalmasina sebep olabilir (Kili¢ ve Aslim, 2003).

1.3.3. Hormonal Aktivite

Vajinanin glikojen igeriginde Ostrojen hormonunu etkilidir. Bu da vajendeki
mikrobiyal tiirlerin ve popiilasyonun kontroliinde ana etmendir (Redondo-Lopez ve

ark., 1990).

Fetiisiin Ostrojen miktar1 fazladir. Bu hormon anneden transplasental yolla

saglanir. Ostrojen seviyesi fetiis vajinasmin anatomik ve fizyolojik degisikliklerine
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neden oldugu i¢in vajinal epitelyum postpubertal (ergenlik sonrasi) vajinal epitelyum
Ozelliklerine sahiptir. Bu yalanci olgun yenidogan vajinasi dogumdan iki {i¢ hafta
sonrasina kadar bu fizyolojik sartlarini siirdiirlir. Yenidogan disinin vajinasinda
bulunan mikroorganizmalar annenin vajinasinda bulunan mikroorganizmalarla
benzerlik gosterir ve vajinal epitelyumun Gstrojen seviyesi yiiksek oldugu siirece bu

durum korunur. Baskin cins Lactobacillus’tur (Redondo-Lopez ve ark., 1990).

Ug hafta sonra anne kaynakli dstrojen azalmaya baslar ve vajinal epitelyum
incelir. Ostrojenin azalmas: epitelyumun glikojen igeriginin de azalmasina neden
olur. Bu durum vajinal mikrofloradaki bakteriler tarafindan yapilan asit tiretimini
azaltir. Vajinal pH 4,5’tan 7’ye kadar ytkselir. Aside toleransh bakterilerin avantaji
ortadan kalkar ve diger bakteriler vajinal mikrofloraya yerlesmeye baslar. Gram
pozitif koklar, Laktobasillerden bagka Gram pozitif basiller ve Gram negatif basiller
vajinada bulunur. Vajinal popiilasyon, Ostrojenin fazla oldugu zamanki
popiilasyondan azdir. Noétral pH, anaerobik bakterilerin biiyiimesini destekleyen
diisiik oksidasyon-rediiksiyon potansiyelinin olusmasini kolaylastirir (Redondo-

Lopez ve ark., 1990).

Ergenlik baslangiciyla Ostrojen seviyesinde artis meydana gelir. Vajinal
epitelyum kalinlagir ve yeniden glikojen depolanmaya baglar. Vajinal pH 4-4,5’¢
diiser. Yeni vajinal ¢evre glikojeni metabolize eden ve aside toleransli bakterilerin
bliylimesi icin daha uygundur. pH’in diismesi vajinal oksidasyon-rediiksiyon
potansiyelini arttirir. Bu da ortami1 anaerobik bakterilerin gelisimi i¢in olumsuz hale
getirir. Cins cesitliligi az olmasina ragmen vajinal popiilasyon genellikle fazladir

(Redondo-Lopez ve ark., 1990).

Menopoz sonrasi vajinal mikroflora yavas yavas premenars donemdeki vajinal
mikrofloraya doniismeye baslar. Aside karsi az toleransli bakterilerin yasamasina
uygun bir ortama doniigiir. Bu degisim 5 ile 8 yillik bir siirecte yavas yavag ortaya
cikar. Bu slire¢ bitene kadar olusan mikroflora, tipik postmenopozal donem

mikroflorasi olarak kabul edilmez (Redondo-Lopez ve ark., 1990).
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Bu degisiklikler g6z oniinde bulunduruldugunda saglikli bir kadimin farkl

donemlerdeki vajinasinin fizyolojik kosullar1 Cizelge 1.1.’deki gibi gosterilebilir.

Cizelge 1.1. Saglikli bir kadinin hayatinin farkli donemlerindeki vajina fizyolojisinin
ozellikleri (Redondo-Lopez ve ark., 1990)

Ergenlik oncesi | Ergenlik sonrasi Postmenopozal
Yenidogan (prepubertal) (postpubertal) 1enop
. . donem
donem donem

Ostrojen Diizeyi SRR + T +

pH Asidik Notral Asidik Notral
Glikojen igerigi - + +++ +
Epitel kalinlig: 1 l 1 l
Laktobasiller 1 l 1 l

1.3.4. Menstriiel Siklus

Vajinanin fizyolojisi ve vajinal epitelyum menstrual siklusta 6nemli derecede
degisir (Redondo-Lopez ve ark., 1990). Ozellikle menstrual siklustaki hormonal
degisiklikler epitel hiicre kalinligin1 ve vajinal pH’1 etkilemektedir (Valenta, 2005).
Epitel hiicreleri Ostrojen miktarinin yiiksek oldugu doénemde hizla g¢ogalir. Bu
donemde epitel hiicreleri kalin ve glikojen igerikleri fazladir. Bu donemden
menstrual dongiiniin bitimine kadar gecen siirede yiizeyel epitel katman yavas yavas

incelir ve dongii sonunda ince bir epitel tabaka kalir (Redondo-Lopez ve ark., 1990).

Vajinal pH ise adet kanamasinin baslangicinda (2-3 giin) artig gosterir ve
yaklagik 7 civarindadir. Daha sonra takip eden 2-3 giinliik siirecte pH keskin bir
sekilde diiser. pH 4-4,5 seviyesine iner ve 21.giine kadar bu pH korunur. Bu
durumun, 6strojenin glikojen metabolizmasi ve hiicresel proliferasyon iizerine olan

etkisinden dolay1 oldugu diistiniilmektedir (Redondo-Lopez ve ark., 1990).
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Vajinadaki baskin fakiiltatif anaerobik bakterilerin metabolik aktivitesi
nedeniyle normalde vajinal liimenin oksijen igerigi diisiiktiir. Ancak menstrual
donemde oksijen miktar1 6nemli derece artar. Bu durumun da vajinal mikrofloranin

degisimine neden olabilecegi diisliniilmektedir (Redondo-Lopez ve ark., 1990).

1.4. Kadin Genital ve Urogenital Sistemindeki Bazi Enfeksiyonlar ve Cinsel

Yolla Bulasan Hastahklar

1.4.1. Bakteriyel Vajinozis

1950’lere kadar laktobasil eksikliginin ya da yetersizliginin mikrobiyal
etiyolojisi bilinmedigi i¢in bakteriyel vajinozisli kadinlar spesifik olmayan vajinit ile
iligkilendirilirdi. Bu durum Gardner ve Dukes tarafindan yeni bir bakteri tiirliniin
kesfi ile ortadan kalkmustir. Baslangigcta bulduklar1 yeni bakterinin Haemophilus
grubuna ait oldugunu diisiinseler de kisa bir siire sonra bu bakterinin farkli bir cinse
ait oldugu anlasilmistir ve Gardnerella (G. vaginalis) olarak adlandirilmistir.
Bakteriyel vajinozisli kadinlarin tamaminda G. vaginalis bulunmasina ragmen bu
kadinlarin hepsi hastaligin semptomlarin1 gdstermemektedir. ilerleyen yillarda kotii
kokulu akintidan anaerobik Bacteroides sp., peptostreptokoklar ve diger bazi
mikroorganizmalarin sorumlu oldugu ortaya c¢ikmistir. Bakteriyel vajinozisli
kadinlarin florasinda mikoplazmalara 6zellikle Mycoplasma hominis ve Mobiluncus

tiirlerine de siklikla rastlanmaktadir (Donders, 2007).

Bakteriyel vajinozis siklikla dogurganlik doneminde bulunan kadinlarda
goriiliirken, hamilelerde 9%16-20 oraninda gozlenmektedir. Bu durum vajen
florasinda G. vaginalis ve M. hominis gibi patojen bakterilerin, koruyucu
laktobasillerden daha baskin hale gelmesiyle iligkilidir. Vajinal duslama, intrauterin
kontraseptif kullanimi, ¢ok eslilik, sigara kullanimi ve siyahi etnik kdkenli olma
bakteriyel vajinozise neden olan risk faktorlerindendir (Barrons ve Tassone, 2008).
Bakteriyel vajinozis, kotii kokulu vajinal akinti ile seyreder ve vajinal pH 4,5’in

tizerindedir (Donders, 2007; Barrons ve Tassone, 2008).
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Bakteriyel vajinozisli gebe kadinlarda, erken dogum, dogum Oncesi erken
membran riiptiirli, dogum sonras1 yara enfeksiyonlari, spontan diisiikler,
koryoamniyonit, postpartum endometrit, subklinik iltihapli pelvik hastaliklarinin

olma olasilig1 daha yiiksektir (Alioua ve ark., 2016).

Centers for Disease Control and Prevention (CDC) tarafindan 2015 yilinda
yayinlanan cinsel yolla bulasan hastaliklarin tedavisi kilavuzunda bakteriyel
vajinozis i¢in Onerilen tedavi, yedi giin boyunca giinde iki kere oral metronidazol
alimi, bes gilin boyunca giinde bir kere intravajinal metronidazol kullanimi ya da yedi
giin boyunca yatmadan once intravajinal klindamisin jel kullanimi seklindedir. Gebe
olmayan kadinlarda vajinal semptomlar1 ve enfeksiyon bulgularini hafifletir. Ayni
zamanda dolayli olarak Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae,
Trichomonas vaginalis, Human Immunodeficiency Viriis (HIV) ve Herpes Simplex

Tip 2 gibi patojenlerin yerlesmelerini de dnlemektedir (CDC, 2015).

1.4.2. Trikomoniyazis

Etkeni bir parazit olan Trichomonas vaginalis’dir. Klasik belirtileri kot
kokulu ve piiriilan akintidir. Lokal agrilara ve kasintiya neden olur (Bouchemal ve
ark., 2017). Vajinal pH 6,5’in lizerine ¢ikar (Donders, 2007). Bu parazit ayrica
infertiliteye, prematiire erken membran riiptiiriine, erken doguma, diisiik dogum
agirliklt bebeklere ve neonatal Sliimlere de neden olmaktadir (Bouchemal ve ark.,
2017). T. vaginalis enfeksiyonu vajinadaki diisiik Lactobacillus miktar1 ile

iligkilendirilmektedir (Brotman ve ark., 2012).

Trikomoniyazis tedavisi icin CDC tarafindan, oral tek doz metronidazol veya

tinidazol 6nerilmektedir (CDC, 2015).
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1.4.3. Vulvovajinal Kandidiyazis

Genellikle etkeni Candida albicans olup, diger Candida tiirleri veya mayalar
da etken olarak saptanabilmektedir. Semptomlar1 kasinti, vajinal agri, dispariini, idrar
yaparken agr1 ve normal olmayan vajinal akintidir. Azol grubu antifungaller, nistatin
iceren antifungallerden daha etkili oldugu i¢cin CDC tarafindan tedavide

onerilmektedir (CDC, 2015).

C. albicans ile ozellikle vajinal florada bulunan Laktobasiller arasindaki iliski
C. albicans’in kommensal ya da patojen oldugunun belirlenmesinde dnemli bir rol
oynar. Saglikli bir kadin genitoiiriner sistemi florasinda C.albicans ve Laktobasiller
normal olarak birlikte yasarlar (Wang ve ark., 2017). Laktobasiller iiretikleri H,O,,
laktik asit, bakteriyosin gibi antimikrobiyal bilesikler ile C. albicans’in

popiilasyonunun biiyiimesini engellemektedirler (Borges ve ark., 2014).

1.4.4. HIV

HIV enfeksiyonu tipik olarak kisa akut retroviral bir sendrom olarak baglar.
[lerleyen yillarda bagisiklik igin kritik olan CD4 T-lenfositlerini tiiketerek bagisiklik
yetersizligine neden olan kronik bir hastalik haline gelir. Enfeksiyonun ge¢ donemi
AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome) olarak bilinir ve tahmini 11 yilda bu
seviyeye gelinir (CDC, 2015).

Vajinal enfeksiyona sahip kadinlarda HIV enfeksiyonunun goriilme ihtimali
yiiksektir. Laktobasiller bakteriyel vajinozis, trikomoniyazis, kandidiyazis gibi
enfeksiyonlarin 6nlenmesinde etkili oldugu i¢in dolayli olarak kadinlarda HIV-1

enfeksiyonu riskini de azaltacag diisiiniilmektedir (Baeten ve ark., 2009).
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1.4.5. Human Papilloma Viriis (HPV)

Yaklasik 100 ¢esit insan HPV enfeksiyon etkeni tanimlanmistir ve bunlarin en
az 40 tanesi genital bdlgede enfeksiyona neden olmaktadir. Cogu HPV enfeksiyonu
sinirlidir. Asemptomatiktir ve tanimlanamaz. Cinsel yonden aktif olan insanlar
hayatlar1 boyunca en az bir kere HPV enfeksiyonu ile karsi karsiya gelmektedir.
Kanserojenik olan HPV enfeksiyonalar1 (HPV Tip 16 ve 18 gibi) servikal, penil,
vulvar, vajinal, anal ve orofaringeal kanserlere neden olurken, kanserojenik olmayan
HPV enfeksiyonlar1 (HPV Tip 6 ve 11 gibi) genital sigillere ve rekiirren respiratuar
papillomatozise neden olmaktadir (CDC, 2015).

Normal vajinal florada bulunan Lactobacillus tiirleri ile HPV enfeksiyonunun
iligkili olabilecegi diistinlilmektedir. Yapilan calismalarda HPV enfeksiyonu olan
kadinlarin  vajen floralarinda saghkli kadinlara gére daha az miktarlarda

Lactobacillus tirlerinin bulundugu gozlenmistir (Zhou ve ark., 2016).

1.4.6. Aerobik Vajinit

Genel olarak Escherichia coli, S. aureus, B grubu streptokoklar ve
enterokoklar enfeksiyon etkeni olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Artmis vajinal sari
akinti, vajinal pH’in 5’in {izerine ¢ikmasi, 16kosit sayisinda artis ve vajinada
Lactobacillus tiirlerindeki kayip belirli semptomlaridir. Bakteriyel vajinoziste sadece
antibiyotik tedavisi uygulanirken, aerobik vajinitte antibiyotikler steroidler ve

Ostrojenlerle kombine olarak kullanilmaktadir (Bertuccini ve ark., 2017).

Vajinal florada bulunan laktobasiller iirettikleri H,O; ile E.coli ve S. aureus’un

bliytimelerini inhibe etmektedirler (Sgibnev ve Kremleva, 2015).
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2.1. Gerec

2.1.1. Lactobacillus sp. 1zolatlar

2. GEREC ve YONTEM

Calismamizda, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum

Anabilim Dali’ndan, Cebeci Hastanesi Merkez Laboratuvari’na gonderilen vajinal

kiiltiirlerden izole edilmis 58 adet Lactobacillus izolat1 kullanilmistir.

asagidaki cizelgede verilmistir. (Cizelge 2.1.)

Lactobacillus izolatlarmin alindigi kadinlarin yas ve gebelik durumlar

Cizelge 2.1. Lactobacillus izolatlariin alindigi kadmlarin yas ve gebelik durumu

chtobaczllus Ve Ozellik chtobaczllus Ve Ozellik
izolatlari izolatlar

1 L. crispatus ) i 14 L. crispatus 24 gebe

) L. crispatus 35 gebe degil 15 L. crispatus 20 gebe degil
3 L. crispatus 26 gebe 16 L. crispatus 29 gebe

4 L. crispatus 38 gebe 17 L. crispatus 24 gebe

5 L. crispatus 34 gebe 18 L. crispatus 23 gebe

6 L. crispatus 25 gebe 19 L. crispatus - -

7 L. crispatus 49 gebe degil 20 L. gasseri ) i

3 L. crispatus 40 gebe 2 L. gasseri 23 gebe

9 L. crispatus 1 gebe 2 L. gasseri 22 gebe
10 L. crispatus 29 gebe degil 23 L. gasseri 21 gebe
11 L. crispatus 32 gebe degil 24 L. gasseri 36 gebe
12 L. crispatus 27 gebe 25 L. gasseri 20 gebe degil
13 L. crispatus 27 ) 2 L. gasseri 33 gebe
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Cizelge 2.1.Devam. Lactobacillus izolatlarinin alindig1 kadinlarin yas ve gebelik durumu

chtobacillus Vi Ozellik chtobacillus N Ozellik
izolatlar1 izolatlari

27 L. gasseri 52 gebe degil 43 L. jensenii 25 gebe
28 L. gasseri 26 gebe 44 L. jensenii 29 gebe
29 L. gasseri 30 gebe 45 L. jensenii 44 | gebe degil
30 L. gasseri 27 gebe 46 L. vaginalis - -

31 L. gasseri 23 gebe 47 L. vaginalis 27 gebe
32 L. gasseri 25 gebe 48 L. vaginalis 28 gebe
33 L. gasseri 23 gebe 49 L. vaginalis 39 gebe
34 L. gasseri 37 gebe 50 L. fermentum 27 gebe
35 L. gasseri 28 gebe 51 L. fermentum - -

36 L. gasseri 28 gebe 52 L. fermentum 39 gebe
37 L. gasseri 25 Wi 53 L. coleohominis | 35 | gebe degil
38 W jcnscull 28 gebe 54 L. coleohominis | 31 | gebe degil
39 L. jensenii 28 gebe 55 L. helveticus 48 | gebe degil
40 L. jensenii 34 gebe 56 L. johnsonii 37 gebe
41 L. jensenii 27 gebe 57 L. saerimneri 33 gebe
4 L. jensenii 31 gebe 58 L. reuteri 29 gebe

2.1.2. Standart Test Mikroorganizmalar:

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Staphylococcus aureus ATCC 43300 (metisiline direngli sus)

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (biyofilm olusturmayan sus)

Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 (biyofilm olusturan sus)

Enterococcus faecalis ATCC 29212
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Escherichia coli ATCC 25922
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o Klebsiella pneumoniae RSKK 578
e Bacillus subtilis ATCC 6633
e Candida albicans ATCC 10231

2.1.3. Kullanilan Besiyerleri

e Rogosa Agar (Lactobacillus selektif agar) (Merck, Almanya)
e De Man-Rogosa Sharpe Broth (MRS Broth, Almanya)

e Mueller-Hinton Agar (MHA, Almanya)

e Mueller-Hinton Broth (MHB, Almanya)

e Sabouraud Dextrose Agar (SDA, Almanya)

2.1.4. Kullanmilan Boyalar ve Cozeltiler

2.1.4.1. Boyalar

e Kiristal Viyole Soliisyonu (Bilgehan, 2002)
e Safranin Soliisyonu (Bilgehan, 2002)
e Iyot Soliisyonu (Bilgehan, 2002)

2.1.4.2 Cozeltiler

o  9%3’lik H,O, Cozeltisi (Bilgehan, 2002)
e 9% 96’lik Etil Alkol (DOP Organik Kimya, Tiirkiye)
o %20’lik Gliserol ¢ozeltisi

28



2.2. Yontem
2.2.1. Lactobacillus Tiirlerinin izolasyonu ve Tanimlanmasi

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cebeci Hastanesi Merkez Laboratuvari’ndan
alinan vajinal kiltlirlerden, Lactobacillus sp. oldugu diisiintilen kolonilerin Rogosa
Agara (Lactobacillus selektif agar) tek koloni ekimi yapilmis ve petriler 37 °C’de 24-
48 saat anaerobik kosullarda (%5 CO,) inkiibe edilmistir. (Davoodabadi ve ark.,
2015). Saf olarak elde edilen Lactobacillus sp. kolonileri morfolojileri incelendikten
sonra, Gram boyas1 ile boyanarak mikroskobik olarak incelenmis ve katalaz
aktivitesine bakilarak cins diizeyinde tanimlanmistir (Kandler ve Weiss, 1986;
Bilgehan, 2002). Calismada toplam 58 adet Lactobacillus izolati kullanilmistir.
Calisma icin Ankara Universitesi T1p Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan

onay almmustir (3 Mayis 2016).

2.2.2. Lactobacillus Tiirlerinin Identifikasyonunda Polimeraz Zincir Reaksiyonu

(PCR) Yonteminin Uygulanmasi

Lactobacillus cinsine ait oldugu belirlenen izolatlarin koloni PCR ydntemi ile
(16S rRNA) tiir bazinda tayini yapilmis (BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing
Kit User Guide, 2016) ve tiir diizeyinde tanimlanan izolatlar %20 (v/v) gliserollii
MRS broth iceren steril ependorf tiiplerinde, -80 °C’de muhafaza edilmistir
(Stoyancheva vd., 2014). Identifikasyon Bilkent Cyberpark’ta Sentegen firmasinda
yapilmistir.

2.2.2.1. PCR Deneyi

10x Standart Taq Tamponu, 10 mp dNTPs, 5 pmol/ul 16S rRNA F
(AGAGTTTGATCCTGGCTCAQG), 5 pmol/ul 16S rRNA R
(ACGGCTACCTTGTTACGACTT), Tag DNA polimeraz ve DEPC suyu iceren 24

ul reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Daha sonra Lactobacillus stoklarindan 1pul (0,5-
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2 ul) alinarak bu karisima eklenmis ve vortekslenmistir. PCR amplifikasyonu igin
makineye konulmustur. DNA kisimlar1 95 °C’de 30 sn, (35 tekrarli) 95 °C’de 30 sn,
56 °C’de 30 sn, 68 °C’de 1,5 dk ve 68 °C’de 5 dk belirtilen sicakliklarda amplifiye
edilmis ve en son 12 °C son sicakligmma getirilmistir. Pozitif kontrol olarak

Escherichia coli C2987P kullanilmistir.

2.2.2.2. Agaroz Jel Elektoforez

2.2.2.2.1. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

1:100 oraninda agaroz jel ile 1x Tris Asetat EDTA (TEA) tamponu karistirilip
isitilmigtir. Yeterli sicaklia diistirtildiikten sonra agaroz jele 5 pl etidyum bromiir

eklenmis ve jel plaklarina dokiilmiistiir.

2.2.2.2.2. Jele Uygulanacak Karisimin Hazirlanmasi ve Elektroforez

Gel Loading Dye Purple (6x) ve PCR iiriinii 1,5:7,5 oraninda karigtirilmistir.
Her bir PCR f{iriinii i¢in bu islem tekrarlandiktan sonra tiim 6rnekler ve 100 b¢ DNA
Leader jele yiiklenmistir. 30 dk 100 V’da elektroforezlenmistir. 30 dk sonunda UV

okuyucuda jeller etidyum bromiir boyama ile analiz edilmistir.

2.2.2.3. PCR Uriiniiniin Saflastiriimasi

15 pl PCR drini 27 pl manyetik boncuk (AmPure XP Beads) ile
kanistirllmistir. Vortekslenip bir silire bekletildikten sonra 4 dk manyetik rakta
bekletilmigtir. Daha sonra 200 pl %70’lik etanol ile yikanmis ve etanol ortamdan
almmistir. Yikama islemi iki kez tekrar edilmistir. 5-10 dk etanoliin ug¢masi
beklendikten sonra karisim 15 pl DEPC suda ¢oziilmiistiir. Manyetik raka alinan

ependorflar manyetik boncuklar ependorfun yiizeyine yapisana kadar bekletilmis ve
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kalan suda ¢6ziinmiis olan DNA’lar yeni ependorflara alinmistir. Spektrofotometrede

konsantrasyonlar1 okunup konsantrasyonlar 15 ng/ ul’ye ayarlanmistir.

2.2.2.4. Sekans PCR’1inin Kurulmasi ve Sekans Analizleri

Sekans PCR igin primer olarak 16S rRNA F primeri kullanilmistir. Oncelikle
BigDye® Terminator v1.1 Ready Reaction Mix, 5x sekans tamponu, 5 pmol/ pl 16S
rRNA F (AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) ve DEPC suyu iceren 8 ul 6n karisim
hazirlanmistir. Daha sonra saflagtirilmig PCR iiriinlerinden 2 pl alinarak bu karigima
eklenmis ve vortekslenmistir. Tiipler PCR’a yerlestirilip 96 °C’de 1 dk, (40 tekrarl)
96 °C’de 10 sn, 50 °C’de 25 sn, 60 °C’de 3 dk PCR’lanmig en son 4 °C’ye
getirilmistir. Daha sonra sekans PCR iirtinleri bir kez daha saflastirilarak (Sephadex)

sekans analizleri yapilmistir.

Niikleotid sekans sonuglarinin BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov /Blast)

ile sekans benzerlik analizleri yapilmis ve yorumlanmastir.

2.2.3. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Tiir diizeyinde tanimlanan izolatlarin Agar Kuyu Diflizyon ve Agar Damlatma
Yontemleri ile test mikroorganizmalarina karst antimikrobiyal aktiviteleri
arastiritlmistir (Benli ve Yigit, 2005; Pringsulaka ve ark., 2012; Stoyancheva ve ark.,
2014; Davoodabadi ve ark., 2015).

2.2.3.1. Agar Kuyu Difiizyon Testi

Tir diizeyinde tanimlanan Lactobacillus’larin, Rogosa Agar’daki 24-48 saatlik
kiiltiirlerinden 5’er ml MRS broth (pH 6,5) besiyeri igeren tiiplere ekim yapilmis ve
37 °C’de 72 saat, anaerobik kosullarda inkiibasyonu saglannustir. Inkiibasyon siiresi

sonunda Lactobacillus sp. izolatlari, bakteri hiicrelerinden arindirilmak i¢in 12000
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g’de 4 °C’de 10 dk santrifiijlenip supernatantlar 0,45 pm por c¢apl steril membran
filtrelerden gecirilmistir (Stoyancheva ve ark., 2014). 0,5 McFarland yogunlugundaki
18-24 saatlik test mikroorganizma kiiltiirlerinden, 20 ml MHA besiyeri igeren
petrilere steril ekiivyonlar yardimi ile ekim yapilmistir. inokiile edilen besiyerlerinin
tizerinde 6 mm ¢apinda 5 adet kuyu acilmis ve kuyularin dip kisimlarina 20’ser pl 45
°C’ye kadar sogutulmus steril MHA damlatilmistir. Bu kuyulara 50’ser pl
santrifiijlenip filtreden geg¢irilmis izolat supernatantlari, pozitif kontrol olarak
izolatlarla ayni islemlerden gecirilmis Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103
supernatant1 ve negatif kontrol olarak steril MRS broth koyulmustur. Petriler acrob
kosularda 37 °C’de 18-24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda olusan
inhibisyon zon c¢aplar1 Ol¢iilmiistiir. Herbir test mikroorganizmasi igin islem {i¢

paralel olarak yapilmistir (Pringsulaka ve ark., 2012; Davoodabadi ve ark., 2015).

2.2.3.2. Agar Damlatma Testi

Tanimlanan Lactobacillus’larin, Rogosa Agar’daki 24-48 saatlik kiiltiirlerinden
5’er ml MRS broth (pH 6,5) besiyeri igeren tiiplere ekimi yapilmig ve 37 °C’de 72
saat, anaerobik kosullarda inkiibasyonu saglanmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
Lactobacillus sp. izolatlar1, bakteri hiicrelerinden arindirilmak ig¢in 12000 g’de
4°C’de 10 dk santrifiijjlenip, supernatantlar 0,45 pm por c¢apl steril membran
filtrelerden geg¢irilmistir (Stoyancheva ve ark., 2014). 0,5 McFarland yogunlugundaki
18-24 saatlik test mikroorganizma kiiltiirlerinden, MHA besiyeri iceren petrilere
steril ekiivyonlar yardimi ile ekim yapilmistir. Ekim yapilan besiyerlerinin iizerine
birbirine esit uzakliklarda 20’ser pl izolat supernatantlari, pozitif kontrol olarak
izolatla ayni islemlerden gecirilmis Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103
supernatant1 ve negatif kontrol olarak da steril MRS broth damlatilmistir. Petriler
aerob kosularda 37 °C’de 18-24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
olusan inhibisyon zonlar1 degerlendirilmistir. Calisma ii¢ paralel olarak yapilmistir

(Benli ve Yigit, 2005).
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3. BULGULAR

3.1. Lactobacillus sp. izolatlarmm Tanimlanmasi
3.1.1. Koloni Morfolojisi

Cebeci Merkez Laboratuvari’ndan alinan izolatlardan, Rogosa Agar besiyerine
tek koloni ekim yapilmistir. Kiiciik, mat ve beyaz koloni olusturanlarin Lactobacillus

tiirii olabilecegi diislinlilmiistiir.

Sekil 3.1. Lactobacillus tiirlerinin Rogosa Agar’daki goriintiisii

3.1.2. Gram Boyama ve Morfolojik Degerlendirme

Gram boyama yapilan preparatlar immersiyon yagi damlatilarak 1s1k
mikroskobu altinda incelenmistir. Gram boyama sonucunda kristal viyole ile mor
renge boyandiklart ve Gram pozitif Ozellikte kokobasil ya da basil olduklari

belirlenmistir.

Sekil 3.2. Baz1 Lactobacillus tiirlerinin Gram boyama mikroskop goriintiileri
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3.1.3. Katalaz Testi

Lactobacillus’lar katalaz negatif 6zellik gostermektedirler. Rogosa Agarda 24-
48 saat tiretilen koloniler steril bir kiirdan yardimiyla alinarak temiz lam tizerindeki
%3’liik H,O, ¢ozeltisi icerisine birakilmistir. Lactobacillus’larin katalaz negatif olup
hidrojen peroksiti kullanmadiklar1 yani su ve oksijen olusturmadiklari, gaz ¢ikisinin

gozlenmemesiyle fiziksel olarak belirlenmistir. Kontrol olarak katalaz pozitif olan S.

aureus ATCC 29213 kullanilmastir.

3.1.4. Koloni PCR Agaroz Jel Elektroforez Goriintiileri ve identifikasyon

Sonuglari

E coli  E.coli
koloni  -80°C
a2,

Sekil 3.3. Koloni PCR’da Lactobacillus izolatlarinin Agaroz Jel Elektroforez goriintiisii.
(M: 100 b¢ DNA Leader)

1. Kuyu: Lactobacillus vaginalis 46

2. Kuyu: Lactobacillus gasseri 25

4. Kuyu: Lactobacillus crispatus 3

5. Kuyu: Lactobacillus gasseri 20
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Sekil 3.3. Devam Koloni PCR’da Lactobacillus izolatlarinin Agaroz Jel Elektroforez

goriintiisii. (M: 100 b¢ DNA Leader)
6. Kuyu: Lactobacillus crispatus 4
7. Kuyu: Lactobacillus jensenii 38
8. Kuyu: Lactobacillus gasseri 26
9. Kuyu: Lactobacillus crispatus 8
10. Kuyu: Lactobacillus crispatus 9
12. Kuyu: Lactobacillus vaginalis 47
13. Kuyu: Lactobacillus gasseri 31
14. Kuyu: Lactobacillus gasseri 33
15. Kuyu: Lactobacillus gasseri 32
16. Kuyu: Lactobacillus crispatus 7
17. Kuyu: Lactobacillus crispatus 1
18. Kuyu: Lactobacillus crispatus 5
19. Kuyu: Lactobacillus gasseri 27
20. Kuyu: Lactobacillus crispatus 2
21. Kuyu: Lactobacillus gasseri 21
23.Kuyu: Lactobacillus gasseri 22
25. Kuyu: Lactobacillus helveticus 55

35



36 27 28 29 30 31 32 33 CSE SRR DIERRG RIS OB RS TR AR S 5 B ORI |

— v —

Sekil 3.3. Devam Koloni PCR’da Lactobacillus izolatlarimin Agaroz Jel Elektroforez
goriintlisii. (M: 100 b¢ DNA Leader)
26. Kuyu: Lactobacillus gasseri 23
27. Kuyu: Lactobacillus fermentum 50
29. Kuyu: Lactobacillus gasseri 29
30. Kuyu: Lactobacillus coleohominis 54
31. Kuyu: Lactobacillus crispatus 11
32. Kuyu: Lactobacillus crispatus 16
33. Kuyu: Lactobacillus jensenii 39
34. Kuyu: Lactobacillus crispatus 15
35. Kuyu: Lactobacillus jensenii 44
36. Kuyu: Lactobacillus jensenii 45
37. Kuyu: Lactobacillus reuteri 58
38. Kuyu: Lactobacillus crispatus 10
39. Kuyu: Lactobacillus crispatus 12
40. Kuyu: Lactobacillus vaginalis 48
41. Kuyu: Lactobacillus saerimneri 57
42. Kuyu: Lactobacillus coleohominis 53
43. Kuyu: Lactobacillus jensenii 41
44. Kuyu: Lactobacillus jensenii 40
45. Kuyu: Lactobacillus crispatus 17
46. Kuyu: Lactobacillus jensenii 42
47. Kuyu: Lactobacillus gasseri 34
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Sekil 3.3. Devam Koloni PCR’da Lactobacillus izolatlarinin Agaroz Jel Elektroforez
goriintiisii (M: 100 b¢ DNA Leader)

48. Kuyu: Lactobacillus jensenii 43
49. Kuyu: Lactobacillus gasseri 30
51. Kuyu: Lactobacillus vaginalis 49

-E,’__E,b_-h,

Sekil 3.3. Devam Koloni PCR’da Lactobacillus izolatlarinin Agaroz Jel Elektroforez
goriintiisii. M: 100 b¢ DNA Leader

3. Kuyu: Lactobacillus crispatus 13
11. Kuyu: Lactobacillus gasseri 37
22. Kuyu: Lactobacillus gasseri 24
24, Kuyu: Lactobacillus fermentum 51
52. Kuyu: Lactobacillus crispatus 6
53. Kuyu: Lactobacillus fermentum 52
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54. Kuyu:
55. Kuyu:
56. Kuyu:
57. Kuyu:
58. Kuyu:
59. Kuyu:
60. Kuyu:

Lactobacillus gasseri 35
Lactobacillus gasseri 36
Lactobacillus gasseri 28
Lactobacillus johnsonii 56
Lactobacillus crispatus 18
Lactobacillus crispatus 14

Lactobacillus crispatus 19

Calismamizda 16S rRNA yontemiyle tanimlanan 58 adet vajinal izolatin 19

tanesinin L. crispatus, 18 tanesinin L. gasseri, 8 tanesinin L. jensenii, 4 tanesinin L.

vaginalis, 2 tanesinin L. coleohominis, 3 tanesinin L. fermentum, 1 tanesinin L.

saerimneri, 1 tanesinin L.reuteri, 1 tanesinin L. johnsonii ve 1 tanesinin L. helveticus

tiirii oldugu saptanmustir.

3.2. Antimikrobiyal Aktivite Test Sonuc¢lari

3.2.1. Agar Damlatma Test Sonuclari

Cizelge 3.1. Lactobacillus izolatlarmin Agar Damlatma Test sonuglart

Lactobacillus izolatlar:

Test Mikrooganizmalari

L.

crispatus 1

. crispatus 2

. crispatus 3

. crispatus 4

. crispatus 5

. crispatus 6

crispatus 7

. crispatus 8

. crispatus 9

crispatus 10 - - -

FlH| ||+ ][+ ]+ +]+ e
1

crispatus 11 - - -

1

1
+

1

L
L
L
L
L
L.
L
L
L.
L.
L.

crispatus 12 - - -

e A R A N R ES R RS R FN

1. E.coli ATCC 25922, 2. S. aureus ATCC

25923, 3. S.aureus ATCC 43300,

4. P.aeruginosa ATCC 27853, 5. S. epidermidis ATCC 12228, 6. S. epidermidis ATCC
35984, 7. E. faecalis ATCC 29212, 8. K. pneumoniae RSKK 578, 9. B. subtilis ATCC
6633, 10. C. albicans ATCC 10231
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Cizelge 3.1. Devam. Lactobacillus izolatlarinin Agar Damlatma Test sonuglari

Test Mikrooganizmalari

Lactobacillus izolatlan

4 5 6 7 8

crispatus 13 -

+ - - - -

crispatus 14 -

+ - - - -

crispatus 15 -

++]+]|e

- - - + -

crispatus 16 -

crispatus 17 -

crispatus 18 -

1

1

1

1
1+

crispatus 19

. gasseri 20

. gasseri 21

. gasseri 23

+
+
. gasseri 22 +
+
+

. gasseri 24

. gasseri 25 -

. gasseri 26 -

. gasseri 27 -

. gasseri 28 -

1
1
FlH ||

. gasseri 29 +

. gasseri 30 -

e e e e S E S R ES R
1
1
1

. gasseri 31

SO [N U S ) /S /A N O N [ 1) 1 1N ol L I I N

+
. gasseri 32 +
+

. gasseri 33

L.gasseri 34 -

L. gasseri 35 -

L. gasseri 36 -

o R o o I I e o e e o o E Y S E S R

L. gasseri 37 -

L. jensenii 38 -

+
1
]
|
+
+

L. jensenii 39 -

L. jensenii 40 -

L. jensenii 41 -

L. jensenii 42 -

L. jensenii 43 -

L. jensenii 44 -

L. jensenii 45 -

L. vaginalis 46 -

L. vaginalis 47 -

L. vaginalis 48 -

L. vaginalis 49 -

L. fermentum 50 -

L. fermentum 51 -

L. fermentum 52 -

1. E.coli ATCC 25922, 2. S. aureus ATCC 25923, 3. S.aureus ATCC 43300,
4. P.aeruginosa ATCC 27853, 5. S. epidermidis ATCC 12228, 6. S. epidermidis ATCC
35984, 7. E. faecalis ATCC 29212, 8. K. pneumoniae RSKK 578, 9. B. subtilis ATCC

6633, 10. C. albicans ATCC 10231

39



Cizelge 3.1.Devam. Lactobacillus izolatlarinin Agar Damlatma Test sonuglari

Test Mikrooganizmalari

Lactobacillus izolatlar1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

L. coleohominis 53 - - - - - - - - - _

L. coleohominis 54 - - - - - - - - - _
L. helveticus 55 - - -
L. johnsonii 56 - - -

++ |+
1
1
1
++ |+
1

L. saerimneri 57 - - -

L. reuteri 58 - - - - - - - - - _

1. E.coli ATCC 25922, 2. S. aureus ATCC 25923, 3. S.aureus ATCC 43300,
4. P.aeruginosa ATCC 27853, 5. S. epidermidis ATCC 12228, 6. S. epidermidis ATCC
35984, 7. E. faecalis ATCC 29212, 8. K. pneumoniae RSKK 578, 9. B. subtilis ATCC 6633,
10. C. albicans ATCC 10231

Lactobacillus izolatlarinin Agar Damlatma Test sonuglarina gore siklikla E.coli
ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, K. pneumoniae RSKK 578 ve B.subtilis
ATCC 6633’e kars1 etkili olduklar1 goriilmiistiir. Ayrica bazi izolatlarin S. aureus
ATCC 25923 ve E. faecalis ATCC 29212 suslar iizerine de etki gosterdigi
gozlenmigtir. S. aureus ATCC 43300, S. epidermidis ATCC 12228, S. epidermidis
ATCC 35984 ve C. albicans ATCC 10231 iizerinde higbir izolat etkili

bulunmamustir.
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Negatif kontrol

L. crispatus 1

L. rhamnosus
ATCC 53103

L. gasseri 27

L. crispatus 5

Sekil 3.4. Baz1 Lactobacillus izolatlarinin Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853’e kars1
Agar Damlatma Test Sonuglari

L. coleohominis 54

L. rhamnosus
ATCC 53103

L. crispatus 3

L. gasseri 25

Negatif
kontrol

Sekil 3.5. Bazi Lactobacillus izolatlarinin Bacillus subtilis ATCC 6633’¢ kars1 Agar
Damlatma Test Sonuglari
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ATCC 53103

L. gasseri 24

L. rhamnosus

L. crispatus 2

Negatif
kontrol

L. gasseri 21

Sekil 3.6. Baz1 Lactobacillus izolatlarinin Klebsiella pneumoniae RSKK 578’e kars1 Agar

Damlatma Test Sonuglari

3.2.2. Agar Kuyu Difiizyon Testi Sonuclari

Cizelge 3.2. Lactobacillus izolatlariin Agar Kuyu Difiizyon Test sonuglart (mm)

Lactobacillus Test Mikrooganizmalari

izolatlan 1 4 5 6 7 8 9 10
L. crispatus 1 14 11 - - - - - -
L. crispatus 2 11 11 - - - - - -
L. crispatus 3 - 12 - - - - - -
L. crispatus 4 8 12 - - - 11 - -
L. crispatus 5 13 12 - - - - - -
L. crispatus 6 - - - - - - - -
L. crispatus 7 - - - - - - - -
L. crispatus 8 12 14 - - - - 13 -
L. crispatus 9 - 13 - - - - 13 -

1. E.coli ATCC 25922, 2. S. aureus ATCC 25923, 3. S.aureus ATCC 43300,
4. P.aeruginosa ATCC 27853, 5. S. epidermidis ATCC 12228, 6. S. epidermidis ATCC
35984, 7. E. faecalis ATCC 29212, 8. K. pneumoniae RSKK 578, 9. B. subtilis ATCC 6633,

10. C. albicans ATCC 10231

42



Cizelge 3.2.Devam. Lactobacillus izolatlarinin Agar Kuyu Diflizyon Test sonuglari (mm)

Lactobacillus Test Mikrooganizmalari

izolatlari 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
L. crispatus 10 - - - - - - - - - -
L. crispatus 11 - - - - - - 12 - - -
L. crispatus 12 - - - - - - - - - -
L. crispatus 13 - - - - - - - - - -
L. crispatus 14 - - - - - - - - - -
L.crispatus 15 - - - - - - 12 12 - -
L. crispatus 16 - - - - - - 12 - - -

L. crispatus 17 - - - - - - - - - -

L. crispatus 18 - - - - - - - - - -

L. crispatus 19 - - - - - - - - - -

L. gasseri 20 - - - - - - - - - -

L. gasseri 21 12 - - 12 - - - - - -
L. gasseri 22 12 - - - - = - 12 - -
L. gasseri 23 - - - - - - = - - -
L. gasseri 24 12 - - 11 = - - - _ R
L. gasseri 25 - - = 13 - - - - R -
L. gasseri 26 - - - 13 - 4 - - 13 -
L. gasseri 27 13 - - 11 4 - - - - -
L. gasseri 28 - - - - o - . - - -
L.gasseri 29 - - = 11 - - - - - -

L. gasseri 30 - - - - - - - - - -

L. gasseri 31 - - - - - - o - - -

L. gasseri 32 - - - - - - - - - -

L. gasseri 33 - - - - - - - - - -

L.gasseri 34 - - - - - - - - - -

L. gasseri 35 - - - - - - - - - -

L. gasseri 36 - - - - - - - - - -

L. gasseri 37 - - - - - - - - - -

L. jensenii 38 - - - 11 - - - - - -

L. jensenii 39 - - - - - - 11 - - -

L. jensenii 40 - - - - - - - - - -

L. jensenii 41 - - - - - - - - - -

L. jensenii 42 - - - - - - - - - -

L. jensenii 43 - - - - - - - - - -

L. jensenii 44 - - - - - - - - - -

L. jensenii 45 - - - - - - - - - -

L.vaginalis 46 - - - - - - - - - -

L. vaginalis 47 - - - - - - - - - -

L. vaginalis 48 - - - - - - - - - -

1. E.coli ATCC 25922, 2. S. aureus ATCC 25923, 3. S.aureus ATCC 43300,
4. P.aeruginosa ATCC 27853, 5. S. epidermidis ATCC 12228, 6. S. epidermidis ATCC
35984, 7. E. faecalis ATCC 29212, 8. K. pneumoniae RSKK 578, 9. B. subtilis ATCC 6633,
10. C. albicans ATCC 10231
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Cizelge 3.2.Devam. Lactobacillus izolatlarinin Agar Kuyu Diflizyon Test sonuglari (mm)

Lactobacillus Test Mikrooganizmalari

izolatlar: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

L. vaginalis 49 - - - - - - - - - -

L. fermentum 50 - - - - - - - - - -

L. fermentum 51 - - - - - - - - - -

L. fermentum 52 - - - - - - - - - -

L. coleohominis
53

L. coleohominis
54

L. helveticus 55 11 - - 13 - - - 12 - -

L. johnsonii 56 - - - - - - - - - -

L. saerimneri 57 - - - - - - - - - -

L. reuteri 58 - - - - - - - - - -

1. E.coli ATCC 25922, 2. S. aureus ATCC 25923, 3. S.aureus ATCC 43300,
4. P.aeruginosa ATCC 27853, 5. S. epidermidis ATCC 12228, 6. S. epidermidis ATCC
35984, 7. E. faecalis ATCC 29212, 8. K. pneumoniae RSKK 578, 9. B. subtilis ATCC 6633,
10. C. albicans ATCC 10231

Calismamizda L. crispatus tlirlerinin antibakteriyel etkisinin diger tiirlere gore
daha fazla oldugu goriilmistir. Agar Kuyu Difiizyon Testi'nde E. coli, P.
aeruginosa, E. faecalis ve K. pneumoniae’ ye karsi1 8 mm ile 14 mm arasinda degisen

zon c¢aplar1 olusturmusglardir.

Agar Kuyu Diflizyon Testi sonuglarina gore L. gasseri tirlerinin E. coli, P.
aeruginosa ve K. pneumoniae’ye karst 11 mm ile 14 mm arasinda degisen inhibisyon

zon ¢aplar1 olusturduklar1 goriiliistiir.

Agar Kuyu Difiizyon Testi sonuglarina gore L. jensenii tiirlerinin P. aeruginosa

ve E. faecalis’e kars1 11 mm inhibisyon zon ¢ap1 olusturdugu goriilmiistiir.

Agar Kuyu Difiizyon Testi sonuglarina goére L. helveticus E. coli, P.
aeruginosa ve K. pneumoniae’ye kars1 11 mm ile 13 mm arasinda degisen inhibisyon

zon c¢aplar1 olusturmustur.
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L. coleohominis, L. reuteri, L. fermentum ve L. vaginalis izolatlarinin her iki

yontemde de higbir test mikroorganizmasina karsi etkisi saptanmamaistir.

L. crispatus 8

Negatif
kontrol

L. rhamnosus
ATCC 53103

L. crispatus 9

L. gasseri 37

Sekil 3.7. Bazi Lactobacillus izolatlarinin Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853¢ kars1
Agar Kuyu Difilizyon Test Sonuglari

L. crispatus 16 L. crispatus 11

Negatif
kontrol

L. rhamnosus
ATCC 53103

L. jensenii 39

Sekil 3.8. Bazi Lactobacillus izolatlarinin Enterococcus feacalis ATCC 29212’ye karsi
Agar Kuyu Difiizyon Test Sonuglar
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4. TARTISMA

Insan mikrobiyotasi iizerine yapilan ¢alismalar 6zellikle son on yilda artmis ve
bu kompleks mikroorganizma toplulugunun patojenlerin neden oldugu hastaliklari
onlemede nasil etkili olduklari arastirilmaya baslanmistir. Bu durum mikrobiyom,
mikrobiyota, probiyotik ve prebiyotik gibi terimlerim kullanimini arttirmigtir

(Young, 2017).

Mikrobiyom, iyi tanimlanmis bir yasam ortaminda bulunan ve farkh
fizikokimyasal Ozelliklere sahip olan karakteristik bir mikrobiyal topluluktur. Bu
terim sadece ilgili mikroorganizmalar1 belirtmekle kalmaz ayni zamanda bu
mikroorganizmalarin aktivitelerini de icerir. Mikrobiyota, belirli bir yeri veya yasam

alanini tutan mikroorganizma toplulugudur (Young, 2017).

Probiyotik, yeterli miktarlarda verildiginde, konak organizmanin sagligina
faydali olan canli mikroorganizmalardir. Prebiyotik ise faydali mikroorganizmalarin
baskin olmasini, biiylimesini ve dogustan gelen fonksiyonlarim1 destekleyen
besinlerdir. Bunlarin ¢ogu insanlar tarafindan parcalanamayan karbonhidratlardir.

Ancak mikrobiyotaya 6zgii liyeler tarafindan metabolize edilebilirler (Young, 2017).

Mikrobiyota hakkindaki aragtirmalar arttitkga bu mikroorganizmalarin
enfeksiyon hastaliklari, inflamatuvar bagirsak hastaliklari, obezite (Young, 2017),
kanser (Bhatt ve ark., 2017), Tip 2 diabetes mellitus (Miraghajani ve ark., 2017),
alzheimer hastalig1 (Jiang ve ark., 2017) ve akciger hastaliklar1 (Young, 2017) gibi
bir¢ok hastalik ile iliskili olabilecekleri tartisilmaya baslanmistir. Probiyotiklerin bu
hastaliklarin tedavisinde kulanilabilme potansiyeli tasidiklari diisiniilmektedir
(Young, 2017). Giinlimiizde 6zellkle siirli tedavi seceneklerine alternatif yontemler
arastirilirken, mikrobiyota ve probiyotikler konusu bir¢cok arastiricinin dikkatini

¢cekmis ve bu konuda {imit verici olmustur.
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Son zamanlarda kadin iiriner sistem mikrobiyotasi konusunda yapilan
caligmalar artmis ve bu mikroorganizmalarin iiriner sistem saglig1 ve hastaliklari
tizerindeki etkileri gosterilmistir (Mueller ve ark., 2017). Bu durum da 6zellikle
vajinal florada baskin olarak bulunan Lactobacillus tiirleri lizerine olan ilgiyi
arttirmis ve bu bakterilerin irettikleri antimikrobiyal etkili sekonder metabolitler,
adhezyon ve agregasyon yetenekleri ve GRAS statiisiinde bulunmalar1 nedeni ile ¢ok
1yi probiyotik 6zellik gostermeleri konular1 arastirmalarda sik¢a yer almistir (Borges

ve ark., 2014; Nader-Macias ve Tomas, 2015).

Vajinal floranin cesitli sebeplerle degismesi patojenlerin gelisimine izin verir
ve hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olur. Yapilan arastirmalar vajinal
mikrobiyota ile jinekolojik kanserlerin iligkili oldugunu gdstermistir. Rahim agzi
kanseri etkeni olan HPV bu konuda verilebilecek en iyi 6rnektir. HPV pozitif olan
kadinlarin vajinal mikrobiyotasinda biiyiilk mikroorganizma ¢esitliligi yaninda
Lactobacillus miktarinin az oldugu gozlenmistir. Ayrica vajinal florasinda fazla
miktarlarda L. gasseri veya L. iners bulunan kadinlarda HPV enfeksiyonunun hizl

gerileme gosterdigi bildirilmistir (Champer ve ark. 2017).

Calismamizda Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Anabilim Dali’ndan Cebeci Hastanesi Merkez Laboratuvari’na gonderilen vajen
kiiltiirlerinden izole edilmis 58 adet Lactobacillus izolatinin iirettigi sekonder
metabolitlerin, ¢esitli test mikroorganizmalar1 tizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri
arastirilmistir.  Glinlimiiziin - en  biiyilk sorunlarindan  biri  olarak  goriilen
antimikrobiyallere diren¢ gelisimi gbz Oniine alinarak, alternatif tedavi segenegi

olabilecek 1yi etkili bir izolatin bulunmas1 amaglanmustir. .

L. crispatus ve L. iners vajinal mikrobiyotada ¢ogunlukla baskin bulunan iki
tiirdiir. Baz1 durumlarda L. gasseri ve L. jensenii de baskin olarak bulunabilmektedir
(Champer ve ark. 2017). Calismamizda en sik L. crispatus, L. gasseri ve L. jensenii
tirlerine rastlanilmistir. Ayni zamanda Lactobacillus cinsinin yeni iiyelerinden

(Nikolaitchouk ve ark., 2001) L. coleohominis’e de rastlanilmigtir.
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Pendharkar ve ark. (2013), vajinal Lactobacillus izolatlar iizerine yaptiklari
calismada, L. crispatus’un L. iners, L. gasseri ve L. jensenii’ye gore daha giicli H,O,
trettigini gozlemlemislerdir. L. crispatus bulunan kadinlarda bakteriyel vajinozis
goriilmezken, diger Lactobacillus’larin bakteriyel vajinozis olgusuyla birlikte

gbzlendigi bildirilmistir.

Siroli ve ark. (2017), herhangi bir iiriner veya vajinal sistem enfeksiyonu
bulunmayan premenopozal dénemdeki kadinlardan elde ettikleri 17 Lactobacillus
izolatinin, patojen ve gidalarda bozulmaya neden olan suslar iizerine antagonistik
aktivitelerini incelemiglerdir. Lactobacillus izolatlari, L. crispatus, L. gasseri ve L.
vaginalis tiirleri olarak tanimlamislardir. Calismalarinda kullandiklar1 biitiin
Lactobacillus izolatlan, Listeria monocytogenes Scott A, L. innocua DSM 20649, E.
faecalis EF37, E. coli DSM 18039 ve E. coli 555 {izerinde inhibitor etki
gostermislerdir. L. crispatus izolatlarinin en yiiksek inhibitor aktiviteye sahip oldugu

bildirilmistir.

Calismamizda elde ettigimiz izolatlardan biri olan L. saerimneri (59138) ‘nin
P. aeruginosa ve B. subtilis lizerine inhibitor etkisinin bulundugu goriilmistiir. Bu
bakteri ilk kez 1950’lerde at midesinden (Rodwell, 1953) izole edilmistir. Daha sonra
domuz fekal florasindan (Pedersen ve Roos, 2004) ve insan fekal florasindan
(Taweechotipatr ve ark., 2009) izole edildigi bildirilmistir. Yapilan literatiir
taramasinda insan vajinal florasindan izole edildigine dair bir c¢alismaya
rastlanmamistir. Bu agidan bizim ¢alismamiz, vajenden L. saerimneri’nin ilk kez

izole edilmis olmas1 nedeniyle 6nem tagimaktadir.

Diyare, diinya genelinde yiiksek morbidite ve mortalite sebebidir. Cogunlukla
gelismekte olan iilkelerde ¢ocuk diyarelerine diyarejenik E. coli suslart neden
olmaktadir. Diyarejenik E.coli, enteroagregatif E.coli (EHEC), enterohemorajik E.
coli (EHEC) enteroinvaziv E.coli (EIEC), enteropatojenik E.coli (EPEC) ve
enterotoksijenik E.coli (ETEC) gibi bes major patojen tipi ile kategorize edilir. Bu
bakterilerde antibiyotiklere kars1 direng gelisimi olabilmektedir. Davoodabadi ve ark.

(2015), yaptiklar1 calismada fekal floradan izole ettikleri Laktobasillerin diyarejenik
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E. coli suslan iizerine antimikrobiyal aktivitelerini kuyu diflizyon yontemi ile
arastirmiglardir. Lactobacillus izolatlarindan elde edilen supernatantlarin 11 mm ile
16 mm arasinda zon c¢ap1 olusturarak etki gosterdiklerini bildirmislerdir. Bu
supernatantlar 15 dakika 100 [JC’ye ya da tripsin, pepsin, proteinkinaz K gibi
enzimlere maruz birakildiklarinda etkilerinde herhangi bir degisiklik olmazken, pH
degerleri 6,5’e ayarladiginda ve katalaz ile muamele edildiklerinde antimikrobiyal
etki gostermedikleri bildirilmistir. Lactobacillus’larin antimikrobiyal aktivitesinin
tirettikleri organik asitlerden ve hidrojen peroksitten kaynaklandig: diistiniilmektedir

(Davoodabadi ve ark., 2015).

Antibiyotiklerin gereksiz ve bilingsiz kullanilimi sonucunda ortaya c¢ikan
diren¢ sorunu, tiim insanlig1 tehdit eden bir sorun haline gelmistir. P. aeruginosa ve
S. aureus gibi biyofilm olusturan patojenler, nozokomiyal enfeksiyon etkenleri
olarak siklikla izole edilmekte olup, her gegen giin farkli antimikrobiyallere direng
kazanmis bakteriler olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Afthan ve ark., 2015). Afthan ve
ark. (2015), Laktobasillerin ve bunlarin hiicre icermeyen supernatantlarinin P.
aeruginosa ve S. aureus bakterilerine karsi etkilerini incelemis ve kiiltiire edilmis
insan bagirsak hiicreleri ile yapilan c¢alismada Laktobasillerin kompetatif
mekanizmas1 sayesinde enfeksiyon sirasinda Laktobasil supernatantlarinin

patojenlerin adezyonunu ve enfeksiyon gelismesini azalttigini bildirmislerdir.

Calismamizda elde ettigimiz aymi tiire ait Lactobacillus izolatlarinin test
mikroorganizmalarina karst farklt derecelerde etkili oldugu goriilmistir. Bu
durumun iiretikleri sekonder metabolit iceriklerinin farkli olmasindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Wang ve ark. (2017), insan vajinal akintisindan izole ettikleri L. gasseri, L.
crispatus ve L. jensenii tiirlerini iceren 18 Lactobacillus bakterisinin C. albicans’a
kars1 antimikrobiyal aktivitesini arastirmiglardir. Bu 18 izolattan 15’1 C. albicans’a
kars1 antimikrobiyal aktivite gostermistir. Ayn1 zamanda ¢alismada Lactobacillus
izolatlarinin ayni tlirden olsalar bile, aym1 H,O, iiretme kapasitesine sahip

olmadiklarini bildirmiglerdir.
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Parolin ve ark. (2015), 8 L. crispatus, 6 L. gasseri ve 3 L. vaginalis toplamda
17 vajinal Lactobacillus izolatinin C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis,
C. parapsilosis ve C. lusitaniae’ye karst antifungustatik ve antifungisidal
aktivitelerini incelemislerdir. Lactobacillus izolatlarinin higbirinin C. krusei ve C.
parapsilosis’e kars1 aktivite gostermedikleri ancak diger Candida tiirlerine karsi
antifungustatik veya antifungisidal aktivitelerinin = bulundugu saptanmustir.
Lactobacillus izolatlarimin ayni tiirden olsalar bile farkli H,O, iiretme kapasitesine
sahip olduklar1 ve antifungustatik veya antifungisidal aktivite agisindan en degisken

profili L. vaginalis suglarinin sergiledigi bildirilmistir.

Jamalifar ve ark. (2011), farkli yerlerden izole ettikleri Lactobacillus’larin
supernatantlarinin ¢oklu ila¢ direnci olan klinik P. aeruginasa suslari iizerine
antimikrobiyal aktivitelerini arastirmislardir. iranli cocuklarin fegeslerinden izole
edilen L. acidophilus bakterisinin, ¢oklu ila¢ direnci olan P. aeruginasa suslarina
kars1 giiclii antimikrobiyal aktivite gosterdigi, oral iiriinden izole edile L. reuteri’nin
ise zayif etkili oldugu goriilmiistiir. Vajinal iiriinden elde edilen L. acidophilus

bakterisinin ise antimikrobiyal aktivitesi saptanmamuigtir.

Stoyancheva ve ark. (2014), vajinal Orneklerden izole ettikleri 17 tane
Lactobacillus izolatinin antimikrobiyal aktivitesini cesitli Gram pozitif ve Gram
negatif bakteri tiirleri {izerinde kuyu diflizyon ve damlatma yontemleri ile
arastirmiglardir.  Calismada  kullandiklart  izolatlardan 12 tanesi  test
mikroorganizmalarindan bir veya daha fazlasina (K. ozoenae, K. pneumoniae, E.
coli, E. faecalis, S. aureus, C. parapsilosis vs.) karsi c¢esitli diizeylerde
antimikrobiyal aktivite gostermistir. Ayrica calismalarinda Lactobacillus’larin
tirettikleri sekonder metabolitlerin igeriginde bulunan bilesenlerin ayr1 ayri
antimikrobiyal aktivitesi bulunmasina ragmen bu metabolitlerin sinerjik etkilerinin

daha gii¢lii oldugunu bildirmislerdir.

Dimitonova ve ark. (2007), saglikli Bulgar kadinlarin vajenlerinden izole
ettikleri 20 Lactobacillus izolatinin ¢esitli test mikroorganizmalar1 iizerindeki

antimikrobiyal aktivitesini arastrmislardir. Iki farkli L. fermentum izolatinim,
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bakteriyel vajinozis etkenlerinden olan G. vaginalis’e karsi inhibitor etkisini
saptamiglardir. 11 tane izolatin gesitli test mikroorganizmalar1 (P. aeruginosa, S.
aureus, Streptococcus pyogenes, E. aerogenes, K. pneumoniae, E. coli) tizerinde
antimikrobiyal etkisi saptanmustir. Izolatlarm hicbiri C. albicans, S. saprophyticus, S.
epidermidis, Proteus vulgaris ve Salmonella typhimurium’a karsi inhibitor etki
gostermemistir. Bu c¢alismada da sekonder metabolitlerin igeriginde bulunan
antimikrobiyal etkili bilesenlerin, birlikte daha iyi antimikrobiyal etki gosterdikleri
bildirilmistir.

Nami ve ark. (2014b), vajinal L. plantarum 5BL’nin ¢esitli patojen
mikroorganizmalar iizerine olan antimikrobiyal aktivitesini kuyu difiizyon testi ile
incelemislerdir. L. plantarum 5BL, Salmonella typhimurium, E. coli 026, E. coli
0157, S. aureus, Bacillus cereus, K. pneumoniae, S. flexneri, L. monocytogenes, S.
marcescens ve S. mutans’ a karsi iyi antimikrobiyal aktivite gdstermistir. Bu sus E.
coli 026, K. pneumoniae ve S. marcesens test bakterilerine kars1 12 mm’den biiyiik
inhibisyon zon caplar1 olustururken, S. saprophyticus, C. albicans, P. aeroginosa,

Lactococcus lactis ve E. faecalis’e kars etkili bulunmamistir.

Jang ve ark. (2017), atteniie G. vaginalis etkenli bakteriyel vajinozisli fareler
tizerine L.acidophilus ve L. rhamnosus igeren bir probiyotik karistmini hem oral hem
de intravajinal yolla uygulamislardir. Caligmada bu probiyotiklerin G. vaginalis’in
tiremesini inhibe ettigi ve HeLa hiicrelerine olan adheransin1 engelledikleri
goriilmiistiir. L. acidophilus’un L. rhamnosus’dan daha etkili oldugu ve probiyotik

karisimin oral yolla kullaniminin daha etkili oldugu bildirilmistir.

Terraf ve ark. (2016), wvajinal Lactobacillus’larim liriner sistem
enfeksiyonlarinda en sik karsilasilan patojen olan E. coli’ye karsi olan antimikrobiyal
etkisini aragtirmiglardir. Vajinal L. reuteri, L. gasseri ve L. rhamnosus suglarinin
tropatojenik E. coli susuna karsi etkili oldugunu bildirmislerdir. Bu etkinin

irettikleri H,O; ve laktik asitten kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
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Nami ve ark. (2014a), 40 saghkli ve fertil kadindan aldiklar1 vajinal
orneklerden elde ettikleri L. acidophilus 36YL susunun ¢esitli patojenlere karsi
antimikrobiyal aktivitisini ve 1yi probiyotik oOzellik gosterip gostermedigini
arastirmiglardir. Calismada pH 6,5 ‘e ayarli hiicre icermeyen L. acidophilus
supernatantinin E. coli 026, K. pneumoniae, E. faecalis ve S. marcescens’e karsi
Agar Kuyu Diffiizyon Testi’'nde antimikrobiyal aktivite gosterdigi gorilmiistiir.
Ayrica sahip oldugu antagonistik ve antikanser 6zellikleri ve cogu antibiyotige karsi

duyarli olmasi nedeniyle probiyotik olarak dikkate alinabilecegi diisiiniilmektedir.

Coman ve ark. (2014), Lactobacillus rhamnosus IMC 501, Lactobacillus
paracasei IMC 502 ve bu iki bakteriyi igeren kombine bir preparatin farkl
yontemlerle bazi patojen mikroorganizmalar iizerine olan etkisini arastirmiglardir. Bu
bakterilerin, spor olusturan bakterilere ve Gram pozitiflere, Gram negatif bakterilere
gore daha ¢ok etki gosterdikleri goriilmiistiir. Agar Kuyu Difiizyon Testi’nde her iki
bakteri tarafindan da E. faecium DSM 13590 ve K. pneumoniae IMV’ye karsi en
genis inhibisyon zonu olusturulmustur. Candida suslarina, Listeria gray 309, S.
aureus ATCC 25923, P. aeruginosa ATCC 27853 ve Proteus mirabilis IMV4’e karsi

inhibitor etkileri saptanmamustir.

Dover ve ark. (2007), vajinal L. rhamnosus susunun irettigi Lactocin 160
bakteriyosinin insanlarda giivenle kullanilip kullanilamayacagini arastirmislardir.
Yapilan ¢aligmalarda Lactocin 160’1n vajinal epitel dokusunda higbir irritasyona ve
toksik etkiye neden olmadigi ve vajinal laktobasilleri inhibe etmedigi bildirilmistir.
Bu sebeple giivenli formulasyonlarinin gelistirilip bakteriyel vajinozis tedavisinde

kullanilabilecegi 6nerilmektedir.

Laktobasilerden gilinlimiizde endiistride de faydalanilmaktadir. Bu bakteriler
siit ve siit driinlerinde aroma arttirici, disiik kalorili tatlandiricilarin tiretimi, siit
tirlinlerinin kivamini arttiran ve raf dmriinii uzatan ekzopolisakkaritlerin iiretimi ve
vitamin (folat, riboflavini B12) {iretimi gibi alanlarda kullanilmaktadir. Laktik asit
bakterileri basit ve kontrol edilebilir bir mekanizmaya sahip olduklar1 i¢in metabolik

mithendisligi ile bu mekanizmalarin iyilestirilmesine yonelik c¢aligmalar
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yapilmaktadir. Bdylece kullanilan bakterilerden elde edilen verimi arttirmak

hedeflenmektedir (Karaca ve ark. 2010).

53



5. SONUC ve ONERILER

Diinyada ve iilkemizde antibiyotiklere karsi giderek artan diren¢ gelisimi
olduk¢a ciddi boyutlardadir. Her gegen giin diinyanin farkli bolgelerinden ¢ogul
direngli yeni mikroorganizmalar bildirilmektedir. Cogul direngli
mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmak iizere
yeni antimikrobiyal etkili bilesiklere ihtiya¢ duyulmaktadir. Antimikrobiyal etkili
bilesikler T{retmeleri nedeniyle son yillarda arastirmacilarin dikkatini ¢eken

Lactobacillus cinsi bu ac¢idan timit verici olmustur.

Calismamizda, vajinal Orneklerden izolen edilen Lactobacillus tiirlerinin
cogunlukla L.crispatus, L. gasseri ve L. jensenii oldugu gorilmiistiir. Yapilan
literatiir taramasinda L. saerimneri tiirlinlin insan vajinal florasindan izole edildigine
dair bir ¢alismaya rastlanmamstir. Calismamizda, vajenden L. saerimneri tiirii izole
edilmis olup, literatiir taramasina gore bir ilk olmasi nedeniyle 6nem tagimaktadir.
Lactobacillus izolatlarimin genellikle E.coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae ve B.

subtilis’e kars1 antimikrobiyal etkili olduklar1 goriilmiistiir.

Farkli kadinlarin gebelik, cinsel olarak aktif olma, menstriiasyon, sigara
kullanimi, yas, temizlik aligkanliklar1 ve antimikrobiyal ajan kullanimlari gibi
kosullar1 g6z oOniline alindiginda vajinal floralarimin farkli olabilecegi ve florada
bulunan mikroorganizmalarin ortam kosullarindan etkilenerek farkli sekonder
metabolit igerigine sahip olabilecegi bilinmektedir. Bu durum sonucunda ortaya
cikabilecek degisik sekonder metabolit igeriginin, Lactobacillus tiirlerinin
antimikrobiyal aktivitelerinin farkliligina neden olabilecegi diistiniilmektedir. Bir
sonraki asamada, c¢alismamizda elde ettigimiz izolatlarin sekonder metabolit
igerikleri Gaz Kromotografisi, Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi gibi analitik
yontemlerle analiz edilecek ve antibakteriyel etkiden sorumlu bilesikler
aydinlatilacaktir. Calismamizin sonuglart goz 6niinde bulunduruldugunda flora tiyesi
olan Lactobacillus’larn iirettikleri sekonder metabolitlerin antimikrobiyal aktiviteleri
tizerinde daha kapsamli caligmalar yapilmali, antimikrobiyal aktivitesi iyi olan
izolatlar kullanilarak antibiyotik direncine kars1 alternatif tedavi secenekleri

sunulmalidir.
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OZET

Vajinal Kiiltiirlerden 1izole Edilen Lactobacillus Tiirlerinin Antimikrobiyal
AKktivitelerinin Arastirilmasi

Her gegen giin diinyanin farkli bolgelerinden antimikrobiyallere karsi ¢ogul direncli
yeni mikroorganizmalarin bildirilmesi ve bu mikroorganizmalarin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde yetersiz kalmmasi yeni antimikrobiyal etkili bilesiklere olan
ihtiyac1 géz Oniine koymaktadir. Antimikrobiyal etkili sekonder metabolitler liretmeleri
nedeniyle Lactobacillus cinsi son donemlerde arastirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir. Vajinal
mikroflorada bulunan Lactobacillus’lar vajina epitelindeki glikojenden, laktik asit
olusturarak pH’1 4’e kadar diisiiriirler ve bdylece patojen mikroorganizmalarin yerlesmesini
oOnlerler.

Bu calismanin amaci, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Kadi Hastaliklar1 ve Dogum
Anabilim Dali’ndan Cebeci Hastanesi Merkez Laboratuvari’na gonderilen vajen
kiiltiirlerinden izole edilmis Lactobacillus tiirlerinin iirettigi sekonder metabolitlerin Agar
Kuyu Diflizyon Testi ve Agar Damlatma Testi ile Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 43300, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Staphylococcus
epidermidis ATCC 35984, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Klebsiella pneumoniae
RSKK 578, Bacillus subtilis ATCC 6633 ve Candida albicans ATCC 10231 test
mikroorganizmalarina kars1 antimikrobiyal aktivitelerinin arastirilmasidir.

Calismamizda 16S rRNA yontemiyle tanimlanan 58 adet vajinal izolatin 19 tanesinin
L. crispatus, 18 tanesinin L. gasseri, 8 tanesinin L. jensenii, 4 tanesinin L. vaginalis, 3
tanesinin L. fermentum, 2 tanesinin L. coleohominis, 1 tanesinin L. saerimneri, 1 tanesinin
L.reuteri, 1 tanesinin L. johnsonii ve 1 tanesinin L. helveticus tiirii oldugu saptanmustir. Bu
izolatlarin siklikla E.coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, K. pneumoniae RSKK
578 ve B.subtilis ATCC 6633’¢ kars1 etkili olduklar1 goriilmiistiir. Bazi izolatlarin S. aureus
ATCC 25923 ve E. faecalis ATCC 29212 suslan {izerine de etki gdsterdigi gozlenmistir.
Izolatlarin higbiri S. aureus ATCC 43300, S. epidermidis ATCC 12228, S. epidermidis
ATCC 35984 ve C. albicans ATCC 10231 iizerinde etkili bulunmamastir.

Yapilan literatiir taramasinda L. saerimneri tiiriiniin insan vajinal florasindan izole
edildigine dair bir ¢alismaya rastlanmamistir. Calismamiz, ilk kez vajenden L. saerimneri
tiiriiniin izole edilmis olmas1 nedeniyle 6nem tagimaktadir.

Anahtar Sozciikler: Antimikrobiyal aktivite, Lactobacillus sp., Sekonder metabolit,
Vajinal flora
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SUMMARY

Investigation into Antimicrobial Activity of Lactobacillus sp. Isolated From Vaginal
Cultures

The fact that an increasing number of new multi-resistant microorganisms have been
reported from different parts of the world and inefficiency in treating the infections caused
by these microorganisms have brought about the necessity for new compounds with
antimicrobial effects. The genus Lactobacillus have recently been focal point of researchers
due to their ability to produce secondary metabolites with antimicrobial effects. Lactobacilli,
located in vaginal microflora decreases pH down to 4 producing lactic acid from the
glycogen in vaginal epithelium, and as a result, they prevent invasion of pathogenes.

The aim of this study is to investigate into antimicrobial activity of secondary
metabolites produced by Lactobacillus species, isolated from vaginal cultures which were
sent from Ankara University, Faculty of Medicine, Department of Obstetrics and
Gynecology to Cebeci Central Laboratory, against test microorganisms (Escherichia coli
ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 43300,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Klebsiella
pneumoniae RSKK 578, Bacillus subtilis ATCC 6633 and Candida albicans ATCC 10231)
using Agar Well Diffussion Method and Agar Spot Method.

In our study, of the 58 vaginal isolates identified through 16S rRNA method, 19 were
established to be L. crispatus, 18 L. gasseri, 8 L. jensenii, 4 L. vaginalis, 3 L. fermentum, 2 L.
coleohominis, 1 L. saerimneri, 1 L.reuteri, 1 L. johnsonii and 1 L. helveticus species. These
isolates were often found to be effective against E.coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC
27853, K. pneumoniae RSKK 578 ve B.subtilis ATCC 6633. It was also observed that some
isolates were effective against S. aureus ATCC 25923 and E. faecalis ATCC 29212 strains.
None of these isolates was found to be effective againts S. aureus ATCC 43300, S.
epidermidis ATCC 12228, §. epidermidis ATCC 35984 and C. albicans ATCC 10231.

No study dealing with isolation of L. saerimneri from human vaginal flora has been
detected in literature. Our study is of significance as it isolated L. saerimneri from human
vaginal flora for the first time.

Keywords: Antimicrobial activity, Lactobacillus sp., Secondary metabolites,Vaginal flora
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Uneuliured Lactobaelles s, partial 168
rRMA gene, isalate S20T_T178
Uneuliured Lactobacillies sp. partial 168
rRMA gene, isolabe 520T_TI1T2

Urscultured Laciobacilles sp. partial 165
FIEMA gene, isalabe SD0T_T1ES

Uiecailtured Lactobuscllus sg. patial 103
rRsA qene, izalabe S20T 7140

Uncultured Lactobacilus s pastisl 165
rRHA gene, isalate S20T_7139

Uneuliured Lactobacilles sp. partial 168
FHMA gene, molabe 5201 _rissE

Unscubtured Lachobasllus s3. partial 165
RRA gene, iwelabe S30T_7133
Uecailured Lactobacllus sg. partial 103
rRMAgene, isalabe 520T T129

Uneultured Lastobaeilus sn_ pastisl 165
rRHA gene, isalate S20T_T127
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Acceseion

KFGE1382 1
MFIRSTEL]
LTeDe27.9
LTE06263.1
LTEBE2ET.1
LTEO6285. 1

LTEDE2AT. 1

LTEB4530. 1
LTEB44 881

TEAIT6E1

i THE 1
TR 4
LTEETT .1
LTEA17T 25, 1
| TRRATY? 1
§T48 4

TR 4
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T TRHAgene, molate BT 111

Uneuliured Laciobacilles sp. partial 165
rRMA gene, isalate E20T_T106

Unculiured Laciobacills sp. partial 165
rRMA gene, isalabe E20T_T104

Uneuliured Laciobacills sp. partial 165
rRMA gene, isalate E20T_T10G

Uneuliured Laciobasillus sa. partial 165
rRMA gene, isalabe 206M_EATE

Uneuliured Laciobasillus sa. partial 165
FRMA gene, isalabe 206M_EB50

Uneuliured Laciobasillus sa. partial 165
rRMA gene, isalabe 206M_EB56

Unsultured Lachobasillus sp. partial 165
rRMA gene, isalabe DOGN_EE14

Uneultured Lactnbaclles sp. partial 165
FRMA gene, isalabe WB4ON_E5T03

Uneultured Lactobaclles sp. partial 165
rRMA gene, isalabe WE4ON_STO1

Uneuliured Laciobasillus sa. partial 165
rRMA gene, isolabe WE4ON_STEE

Uneuliured Laciobasillus sa. partial 165
rRMA gene, isolabe WE4ON_STE4

Uneuliured Laciobasillus sa. partial 165
rRMA gene, isalabe WEAON_STSE

Uneuliured Laciobasillus sa. partial 165
rRMA gene, isolabe WEAON_ST4E

Uneuliured Laciobasillus sa. partial 165
FRMA gene, isalabe WEAON_ST25

Uneuliured Laciobasillus sa. pastial 165
rRhA gene, isolabe WABIN_S160

Unéultured Lactabasillis sp. partial 168
rRMNA gene, isalate WABIN_5163

Uneultured Lactabasills sp. partial 165
rRMAgene, isalate 43T_SB48

Uneuliured Laciobaclles sp. partial 165
rRMA gene, isalabe 430N_4262

Unculiured Laciobacilles sp. partial 165
rRMA gene, isalabe 206T_I8E0

Unculiured Laciobacilles sp. partial 165
rRMA gene, isalabe 210N_1300

Uneultured Lactobaclles sp. partial 165
rRMA gene, isalabe 210N_3396

Uneuliured Laciobasillus sa. partial 165
rRMA gene, isalabe 210M_1395

Uneuliured Laciobasillus sa. partial 165
FRMA gene, isalabe 210M_1370

Lactobaellst crispabus slrain MRS _S4-4
185 ribasomal FHA gere, partisl
SEqUEnGs

Laciobasillus crispatus sirain MRS_S543
185 ribaseemnal RMA gene, pastial
SEqUEnGs

1285 T8 TR oo 1Y LT T 041
1285 1285 100% (ili] a5% LTER1&81 .1
1285 1285 100% (ili] a5% LTER1EE0. 1
1285 1285 100% (ili] a5% LTER1ERS 1
1285 1285 100% 1K} a5% LTeRG4E4 1
1285 1285 100% 0o O0% LTERO448 1
1285 1285 100% 1K} a5% LTeR0442 9
1285 1285 100% (ili] a5% LTER04 0.1
1285 1285 100% 1K} a5% LTERGETS 4
1285 1285 100% 0o O0% LTEROATT 4
1285 1285 100% oo oo% LTEROAT2 1
1285 1285 100% oo 95% LTEROETD.1
1285 1285 100% oo o5% LTEB0S42.1
1285 1285 100% oo o5% LTEB03E 1
1285 1285 100% (ili] a5% LTEROET1.1
1285 1285 100% (ili] a5% LTETSTES.1
1285 1285 100% (ili] a5% LTETST49.1
1285 1285 100% (ili] a5% LTETHAE 1
1285 1285 100% (ili] a5% LTETRE4E. 1
1285 1285 100% 1K} a5% LTETE445.1
1285 1285 100% 1K} a5% LTETTAES.1
1285 1285 100% 0o O0% LTETTaR2 1
1285 1285 100% oo oo% LTETTa8q .1
1285 1285 100% 0o a5% LTETTHES.1
1285 1285 100% (ili] 95% EXET408 1
1285 1285 100% (ili] 95% EXETA034 1
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Uneculbiured bacterium done T-
RFLF_clone_|3 165 ribosamal RRNA gene,
partial sequenos

Lachobacillus crispatus strain LE10 165
rivasamal RMA gene, partial sequencs

Lacinbacilles crispatus sirain LE4E 165
ribosamal RNA gene, partial sequancs

Unculiured Lactobacillus sp. done vB 165
rivesamal RMA gene, partial sequencs

Unsculiured bactenum done nck142g10c1
185 ribasomal RNA gene, partial
SELEnOS

Uncultured bacterium done nck 139g02e1
185 ribasornal RMA gene, partial
SELEnOS

Urseubured bacherium dane nek137h05e1
185 ribasormal AMA gens, partisl
PP o

Ursculiured bacterium dane nek137b08e1
18 ribasornal RMA gene, partial
S LEnGS

Urseubured bacherium dane nek 3061261
18 ribasomal AMA gene, partial
P

Ursculiured bacterium cane nek120g08e1
18 ribasornal RNA gene, partial
S LEnGS

Urseubured backerium done nek 30601
18 ribasomal AMA gene, partial
P

Ursculiured bacterium done nek132e08:1
18 ribasornal RNA gene, partial
SEqUEnoS

Ursculiured bacterium done nbwT87e08c1
18 ribasornal RMA gene, partial
S LEnGS

Urseubured backerium done nbw2 15508c1
18 ribasomal AMA gene, partisl
P

Urseubtured bacherium done nbw2 161161
185 ribasomal A gene, partisl
SEqUEnoS

Lactobacilles cassi gene for 185 fRAA,
partial sequence, siain: JOM B8TT
Lactobaciliss crispatus gens for 165 rRMA,
partial sequence, strain: JOM 7702
Laciobacilles cispatus gene for 165 rRMA,
partial sequence, skain: JOM 7808

Laciobacilles crispatus sirain AD14 165
ribozamal RHA gene, parial sequencs

Lachobacilles cispatus slrain CLS0 185
rivesamal RMA gene, paial sequencs
Laciobacilles crispatus strain CRL1453 163
rivesamal RMA gene, panial sequences
Lactobacilles crispatus sirain QCO&2S 165
rivesamal RMA gene, partial sequencs
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KF081058.1
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KF0E4980.1

KF 0645381

ABS11518.1

EFGE1384.1

KCTET156.1

KC185145.1

JHATE428.1
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Unculiured ergarism cone ELL0DG4-T174-
SMIPCRAMaANS_ 000427 small subunit
ribosamial RAA gene, parial sequencs

Unculiured orgarism clons ELUOD34-T1 74-
SMIPCRAMpAND_ 000298 small subunit
rincamal RMNA gene, panial sequenss

Unculiured orgarism clons ELUOTT8-T478-
S-MIPCRAMgANS 000148 small subaunit
ribasamial RMA gene, panial sequenss

Unculiured angarism clone ELUOTTT=-T4T2-
SNIPCRAMpANS 000528 small subunit
ribosamal RNA gene, partial sequends

Unculiured angarism clone ELUOTTT=-T4T2-
SNIPCRAMpANa 000772 small subunit
ribosamal RNA gene, partial sequends

Uncultured ongarism cone ELUOTT7-T472-
SNIPCRAMpANS 000445 small subunit
rivosamal RHA gene, partial sequencs

Uncultured ongarism cdone ELU0169-T415-
SNIPCRAMpANa 000025 small subunit
rivosamal RHA gene, partial sequencs

Uncultured orgarism done ELUQ167-T400-
SMIPCRAMgANS_ 000415 small subunit
rinosamal RHA gene, partial sequencs

Uncultured orgarism done ELU0167-T400-
SMIPCRAMgANa 000318 small subunit
rinosamal RHA gene, partial sequencs

Unculiured orgarism cone ELUO1ET=-T400=
S-MIPCRAMgANa 000285 small subunit
ribeamal RMA gene, partial sequenss

Uneulured orgarism cone ELUO1ET-T400-
S-MIPCRAMgANS 000218 small subunit
ribeamal RMA gene, partial sequenss

Uneulured orgarism cone ELUO1ET-T400-
S=MIPCRAMgANS 000188 small subunit
ribeamal RMA gene, partial sequenss

Uncultured ergarissm cdone ELU0TE7-T400-
SMIPCRAMpANS_ 000056 small subunit
rivasamal RMA gene, partial sequencs

Unculiured orgarism cdone ELU0153-T424.
ZMIPCRAMpAMa_ 000346 amall subunit
ribasamal RMA gene, partial sequencs

Unculiured orgarism cdone ELU0153-T424.
ZMIPCRAMpAMa_ 000340 emall subunit
ribasamal RMA gene, partial sequencs

Unculiured orgarism clons ELUOT53-T424-
SMIPCRAMpANS 000171 small subunit
ribcamal RMA gene, partial sequencs

Unculiured argarism clons ELUOT49-T267-
S-MIPCRAMgANS_ 000656 small subaunit
ribasamial RMA gene, panial sequenss

Unculiured argarism clons ELUOT49-T267-
S-MIPCRAMpANS_000116 small suburit
ribasamial RMA gene, panial sequenss

Lactobaeillis erspalus sirain ATCC 33&20
185 ribaseenal RMA gene, partisl
SEqLISnE

Lactobacilles cispatus partial 185 RNA
pene, stain Marssille-F 1443
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Lactohaclius crispatus sfrsin L5 165 ribosomal RNA gene, parlal sequence

Sequence |D: MF155T85.1 Length: 1426 Mumber of Maiches: 1
Renge 1: 6o 725

Seare Expect  Identities Gaps Strand Frame
1285 bita{ 1424} 0.0{) TIGIT21(BE%) T (0%) FlugiFlus

Festures:

Query i COGAGCGAGCGEA=CTARNCAGATTTACTTCGGTAATGACGT TRGOGARAGOGRGCGGOROAT 59
sojet & LAALLLLALLLELLLLULULLL LU AL CLLLLLEL UL LLELLLLLL g

O (T i

i,i e L T T e
3_‘;_; o T T T A T R AT
2,1 e S T T T

TSI

L LT e A T LT AT

26 SHLENSLT LT TR A
g,; e T T T T AT

231 e SO T A T
i;i e I T T T T T T AT

JUTNCHTERVET VT
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Laciobacillus crispatus sirain AGSS 165 ribosomal RNA gene, partial sequence

Seguence |D: KFEE1292.1 Length: 1425 Mumber of Matches: 1
Range 1: 7 to TZ5

119
125
179
185
233
245
253
305
ELL]
355
413
425

485
5339
545
599
605
659
BE5
T19
Tia

Beare Expect Identities Gaps Strand Frame
12BT7 bita{ 1425} 0.0{) TARIT20(09%) 1T 20{0%:) Flua/Plus

e, IO I T o
e o O D DI
oy M O TR oo
oo e LT S AL R TR 2o
ooy b ORI T I T O oo
e AT AT AT oo
e O I o
ooy O I oo
oy LTI TR 20
e e DT O I e
ooy MBI T R o
oy e MO AT I AT oo
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Uneuitured Lactobacillus ap. partial 165 riRNA gene, isolate W7BET_21681
Sequence D LTE96263.1 Length: 781 Mumber of Matches: 1

Range 1: 36 to 755

Scare Expect  Identities Gaps Strand Frame
1285 bila{ 1424} 0.0 TI9T21(25%) ATZNO%) Plus/Plus

oS ) LT
Soser 50 LT
Soser 1ss ML T TR .25
S AR T T
e e LRI T RO o
o A EE X T TNV Uy T
o sse TTEETTT T OO ..
S 15 UL, 55
e 1o OICHTIHTTTCE T ..
ooser 75 L T T 255
o ese LLCLCHOTTEENECO T RN s,
SO 14 AR

Uneuftured Lectobacillus ap. partial 165 rRMA gene, olate WTEBET_21539

Seqguence |0 LTES62T1.1 Length: 781 Mumnber of Matches: 1
Range 1: 36 to 755

Scare Expect Identities Gaps Strand Frame
1285 bita{1424) 0.0{) TAGT21(09%) HTZ(D%) PlusiPhs

e I T T R e o
oo o OONETE T IR RO .
e I T T A T o0
e e IO O T T s
e e ORI R AT o,
e e I T AT oo,
oy e IR T IO TR s
e e IR T . o
SO 1 S AT T e
e e I T T, o
B 1 I
ot eee LTI I T TR, e
e e { e
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Unculiured Lactobacillus sp. partial 165 rRtMA gene, isolate WTBET_21675

Sequence |D: LTESE25T.1 Length: 781 Murnber of Mabches: 1
Range 1: 36 ko 755

Score Expect  Identities Gaps Strand Frame
12B5 bita{1424) 0.0{) TAGT21[09%) HTH(D%) PlualPls

e IO A T
e o T R e
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gj; o AT T e, =
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