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OZET

LAKTIK ASIT BAKTERILERI ve HUCRESIZ SUPERNATANTLARININ
YARA ENFEKSiYONLARINA YOL ACAN ONEMLIi PATOJENLERE KARSI
POTANSIYEL PROBIYOTIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Yilmaz O. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji
Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2020.

Probiyotik laktik asit bakterileri, savunma hiicre iiretimini stimiile ederek yara iyilesmesine
yardimci olabilir ve pek ¢ok patojen bakteriye karsi antimikrobiyal ve antibiyofilm etkinlik
gosterebilirler. Bu calismada c¢esitli fermente siit iirlinlerinden izole edilen 12 laktik asit
bakteri aktif kiiltiir ve hiicresiz siipertantlarin, Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus
aureus’ a kars1 antimikrobiyal etkilerinin, ayrica hiicresiz siipernatantlarin patojenlerin
biyofilm olusturmalarini inhibe edici ve olusturulan biyofilmleri yikici etkilerinin
degerlendirilmesi amaglandi. Aktif kiiltiirler agar spot, hiicresiz siipernatantlar ise agar kuyu
diftizyon yontemiyle degerlendirildi. Biyofilm deneyleri igin ise, Kantitatif mikrodiliisyon
plak yontemi kullanildi. Izolatlarin 16S rRNA PZR analizleriyle: Pediococcus parvulus
(%8.3, 1/12), Lactobacillus paracasei (%16.7, 2/12), Leuconostoc mesenteroides (%16.7,
2/12), Lactobacillus coryniformis (%8.3, 1/12), Lactobacillus reuteri (%16.7, 2/12),
Lactobacillus rhamnosus (%8.3, 1/12), Lactobacillus alimentarius (%8.3, 1/12),
Lactobacillus delbrueckii (%8.3, 1/12) ve Lactococcus lactis (%8.3, 1/12) tiirleri oldugu
belirlendi. izolatlarin antibiyotik duyarlilik profilleri E-test yontemi ile degerlendirildi ve
secili antibiyotiklere karsi duyarli oldugu tespit edildi. Antimikrobiyal aktivite bulgularina
gore; L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus ND0O4 ve L. mesenteroides subsp. mesenteroides
sus CAU4374 aktif kiiltir ve hiicresiz siipernatantlarimin (HS-72) patojen bakteriler
icerisinden yalnizca P. aeruginosa suslarina gosterdikleri inhibisyon etkilerin benzer olduklari
degerlendirildi. Hiicresiz siipernatantlar ile ayr1 ayr1 yapilan ii¢ uygulama icerisinden, her bir
patojen i¢in en yiiksek biyofilm inhibisyon orani belirlendi. Buna gbére HS-72’nin patojen ile
beraber inkiibasyonu sonucunda: P. aeruginosa ATCC 15692 ve P. aeruginosa ATCC 27853
icin sirastyla %96.0 ve %95.7 (L. lactis sus 1L6288), S. aureus ATCC 35556 icin %94.2 (L.
reuteri sus SKB1241) ve S. aureus ATCC 6538 igin %96.2 (L. paracasei sus RV-M192)

Xii



kaydedilen en yiiksek inhibisyon oranlaridir. Inhibisyon etkilerin antimikrobiyal aktivite
deneylerinde organik asitlerden, biyofilm deneylerinde ise, stipernatantlardaki diger inhibitor
maddelerden kaynaklanabilecegi disiiniilmektedir. P. aeruginosa ve S. aureus’un
olusturduklar1 biyofilmlerin, kronik yaralarin tedavisinde karsilasilan 6nemli bir problem
oldugu goz Oniine alindiginda, bu c¢alismada laktik asit izolatlarina ait hiicresiz
slipernatantlarin, patojenlerin biyofilm olusturmalarini inhibe edici ve olusturulan biyofilmleri
yikict etkilerinin belirlendigi yeni bulgularin bilimsel literatiire katki saglayacagi

distiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Biyofilm, hiicresiz siipernatant, laktik asit bakterileri, yara

enfeksiyonlari.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE POTENTIAL PROBIOTIC EFFECTS OF LACTIC
ACID BACTERIA AND CELL-FREE SUPERNATANTS AGAINST IMPORTANT
PATHOGENS LEADING TO WOUND INFECTIONS

Yilmaz O. Aydin Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Mirobiology
Program, Ph.D. Thesis, Aydin, 2020.

Probiotic lactic acid bacteria stimulates the production of defense cells and thereby help the
healing of wound. It can also be affective in antimicrobial and antibiofilm activity against
many pathogenic bacteria. In this study, it was aimed to evaluate the antimicrobial effects of
12 lactic acid bacteria active cultures and cell-free supernatants isolated from various
fermented milk products against Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus, as
well as the inhibitory effects of cell-free supernatants on the biofilm formation of pathogens.
Active cultures were evaluated by agar spot and cell-free supernatants were evaluated by
agar-well diffusion method. As for biofilm experiments the quantitative-microdilution plate
method was used. It was determined that isolates were Pediococcus parvulus (8.3%, 1/12),
Lactobacillus paracasei (16.7%, 2/12), Leuconostoc mesenteroides (16.7%, 2/12),
Lactobacillus coryniformis (8.3%, 1/12), Lactobacillus reuteri (16.7%, 2/12), Lactobacillus
rhamnosus (8.3%, 1/12), Lactobacillus alimentarius (8.3%, 1/12), Lactobacillus delbrueckii
(8.3%, 1/12) and Lactococcus lactis (8.3%, 1/12) species by 16S rRNA PCR analysis.
Antibiotic susceptibility profiles of the isolates were evaluated by E-test method and it was
determined that they were sensitive to selected antibiotics. According to the findings of
antimicrobial activity, the inhibition effects of active culture and cell-free supernatants (HS-
72) of L. delbrueckii subsp. bulgaricus strain NDO4 and L. mesenteroides subsp.
mesenteroides strain CAU4374 were evaluated to be only similar to P. aeruginosa strains
among the pathogenic bacteria. Three separate applications performed with cell-free
supernatants and the highest biofilm inhibition rate was determined for each pathogen.
Accordingly, as a result of incubation of HS-72 with pathogen, the following hightest
inhibition rates were recorded; 96.0% and 95.7% (L. lactis strain 1L6288) for P. aeruginosa
ATCC 15692 and P. aeruginosa ATCC 27853, 94.2% (L. reuteri strain SKB1241) for S.
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aureus ATCC 35556 and 96.2% (L. paracasei strain RV-M192) for S. aureus ATCC 6538.
Inhibition effects are thought to be caused by organic acids in antimicrobial activity
experiments, and other inhibitory substances in supernatants in biofilm experiments.
Considering that biofilms formed by P. aeruginosa and S. aureus pathogens are important
problem in the treatment of chronic wounds, it is thought that new findings in which the cell-
free supernatants of lactic acid isolates inhibit biofilm formation of pathogens and destruct the

generated biofilms will greatly contribute to the scientific literature.

Keywords: Biofilm, cell-free supernatant, lactic acid bacteria, wound infections.
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1. GIRIS

Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus, insan ve pek ¢ok hayvan tiiriinde
cesitli enfeksiyonlara neden olabilen patojen tiirlerdir. Son yillarda konu ile ilgili yapilan
caligmalarda, akut ve kronik yaralarin tedavisindeki basarisizliklara mikrobiyal
biyofilmlerinin neden oldugu bildirilmistir. Bu nedenle yeni terapotik yaklagimlara olan
ihtiya¢ artmaktadir.

Oldukga iyi bilinmektedir ki probiyotikler, ¢esitli sebeplerle deri mikrobiyotasinin dogal
dengesinin bozulmasi durumunda, immun sistem hiicrelerinin iiretimini stimiile ederek, deri
iyilesmesine yardimci olabilir ve postbiyotik olarak adlandirilan hiicresiz metabolitleri ile pek
cok patojen bakteriye karsi antimikrobiyal ve antibiyofilm etkinlik gosterebilirler (Yang ve
ark, 2015; Nakatsuji ve ark, 2017; Lukic ve ark, 2018). Probiyotiklerin bu gibi 6zelliklere
sahip olduklar diistiniildiigiinde, potansiyel kullanimlarinin daha fazla arastirma yapilmasina
degecek nitelikte oldugu goriilmektedir.

Konu ile ilgili literatiirler incelendiginde; yapilan in vitro ¢alismalarda probiyotik suslar
tarafindan iiretilen hiicresiz siipernatant ve lizatlarin, canli kiiltiirlerinin kullanimina oranla
daha az aragtirildig1 goriilmektedir. Ancak, son yillarda bazi arastirmacilar tarafindan hiicresiz
metabolitlerin kullanimlarinin, patojen bakterilerle miicadelede daha etkili ve giivenli bir yol
oldugu bildirildikten sonra, bu geleneksel algi degismeye baslamistir. Buna bagli olarak
planlanan giincel aragtirmalarin, probiyotik bakteri ve tiriinlerinin (hiicresiz siipernatant, lizat
gibi), patojen bakterilere kars1 gosterdigi antibiyofilm ve antibakteriyel etkiyi ortaya koyacak
mekanizmalar1 aydinlatmaya yonelik ¢aligmalar oldugu goriilmektedir.

Bu calismada, marketlerden ve halk pazarlarindan alinan peynir (beyaz peynir, koyun
peyniri, tulum peyniri, lor ve ¢okelek), yogurt ve kefir cesitlerinden olusan fermente siit
tirtinlerinden izole edilen ve 16S rRNA PZR analiziyle tiir diizeyinde belirlenen laktik asit
bakterilerine ait aktif kiiltiir ve hiicresiz siipernatantlarin, P. aeruginosa ve S. aureus
patojenlerine kars1 antimikrobiyal etkilerinin ve ayrica hiicresiz siipernatantlarinin,
patojenlerin biyofilm olusturmalarini inhibe edici ve olusturulan biyofilmleri yikici etkilerinin

degerlendirilmesi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Probiyotik Bakteriler

Probiyotik “yasam i¢in” anlamina gelen ve ilk olarak 1965 yilinda Lilly ve Stillwell
tarafindan “bir mikroorganizma tarafindan salgilanarak diger bir mikroorganizmanin
tiremesini uyaran maddeler” anlaminda ve “antibiyotik” teriminin karsiti olarak kullanilmis
Yunanca bir terimdir (Cani, 2018). Fuller 1989°da probiyotikleri; ‘“konak hayvanin yararina
olacak sekilde intestinal mikrobiyal dengesini iyilestiren canli mikrobiyal besin katkisi”
olarak ifade etmistir. Daha sonraki yillarda “icerdigi yeterli sayida canli, tanimlanmig
mikroorganizma ile konagin mikroflorasini degistirerek, o konagin yararina saglik etkileri
olusturan besin” olarak bu tanim genisletilmistir (Lin ve Zhang, 2017). 2004 yilinda
Ulusararasi Probiyotik Calistayi’nda (IPW) probiyotikler; saglik yoniinden belirli hastaliklar
tedavi edici, etkileri klinik deneylerle kanitlanmis trtinler olarak tanimlanmistir (Volk ve
Lacy, 2017).

Goriildiigli gibi yillar boyunca probiyotiklere iliskin bircok tanimlama yapilmis olup,
giincel probiyotik tanimlamalarini genel basliklar altinda asagidaki gibi toparlayabiliriz (Sun
ve ark, 2015; Ahl ve ark, 2016; Harata ve ark, 2016; Budden ve ark, 2017; Kumar ve ark,
2017; Porto ve ark, 2017).

e Yeterli miktarda alindifinda konak¢iin sagligimi olumlu yoénde etkileyen canli
mikroorganizmalardir.

e Bagirsaklarda mikroorganizma ve beslenme dengesini, sistemik ve mukozal
immiiniteyi diizenleyerek konakgi fizyolojisini olumlu yonde etkileyen ve besinlere
eklenen mikroorganizmalardir.

e Konak¢min viicut kompartmanlarinin birinde mikroflorayr degistirerek, sagligi
tizerinde olumlu etkilerde bulunan, canli ve iyi tanimlanmis mikroorganizmalari
yeterli sayida igeren preparat veya iiriinlerdir.

e Insan ve hayvanlara verilen, konakgida mikroorganizma flora &zelliklerini
diizenleyerek, olumlu etkilerde bulunan mikroorganizma kiiltiirleridir.

e Konake¢r canlida intestinal mikroorganizma dengesini diizenleyerek olumlu etkilerde

bulunan canli besin katkisidir.



Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar laktik asit bakterileri, Bacillus,

Saccharomyces ve Aspergillus’tur. Probiyotik mikroorganizmalar Tablo 1’de 6zetlenmistir
(Yirga, 2015; Olveira ve Molero, 2016; Kumar ve ark, 2017).

Tablo 1. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar (Yirga, 2015; Olveira ve Molero,

2016; Kumar ve ark, 2017).

Lactobacillus

Lactobacillus bulgaricus
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus lactis
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus acidophilus *
Lactobacillus amylovorus *
Lactobacillus brevis *
Lactobacillus reuteri *
Lactobacillus casei *
Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus fermentum *
Lactobacillus plantarum *
Lactobacllus farmicinis *
Lactobacillus rhamnosus *
Lactobacillus salivarius
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus johnsonii

Bifidobacterium

Bifidobacterium adolescentis
Bifidobacterium bifidum *
Bifidobacteriumbreve
Bifidobacterium infantis
Bifidobacterium longum *
Bifidobacterium pseudolongum *
Bifidobacterium thermophilum *
Bifidobacterium lactis *

Enterococcus Enterococcus faecalis *
Enterococcus faecium
Bacillus Bacillus subtilis *

Bacillus pumilis
Bacillus lentus

Bacillus licheniformis *
Bacillus coagulans
Bacillus cereus *

Pediococcus

Pediococcus cerevisiae
Pediococcus acidilactici *
Pediococcus pentoseceus *

Streptococcus

Streptococcus cremoris
Streptococcus thermophilus
Streptococcus intermedius
Streptococcus lactis
Streptococcus diacetilactis
Streptococcus infantarius *
Streptococcus salivarius *

Bacteriodes

Bacteriodes capillus
Bacteriodes juis
Bacteriodes ruminicola
Bacteriodes amylophilus

Leuconostoc Leuconostoc mesenteroides *
Leuconostoc citreum *
Leuconostoc lactis *

Aspergillus Aspergillus niger

Aspergillus oryzae

Mayalar: Saccharomyces

Saccharomyces cerevisiae *
Saccharomyces boulardii *
Saccharomyces pastorianus *
Candida torulopsis

* Hayvan sagliginda kullanilan probiyotik tiirleri



Bir mikroorganizmanin probiyotik olarak tanimlanabilmesi i¢in gesitli kriterlere sahip
olmast gerekmektedir. S6z konusu bu kriterler Laktik Asit Bakteri Endiistriyel Platformu
(LABIP) tarafindan belirlenmistir (Sekil 1) (Cerbo ve ark, 2016).
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Sekil 1. Probiyotik olma belirtegleri (Cerbo ve ark, 2016).

2.1.1. Laktik Asit Bakterileri

Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalarin biiylik bir boliimiinti laktik asit
bakterileri olusturmaktadir. LAB: Gram pozitif, hareketsiz, spor olusturmayan, basil ve kok
seklinde, katalaz negatif, aerotolerant, aside dayanikli nitrat1 indirgemeyen, karbonhidratlari
ve yiiksek alkolleri fermente ederek baslica son {iriin olarak laktik asit lireten bir gruptur. Su,
toprakta hemen hemen hi¢ bulunmazlar ve dogal ortamlari; siit ve siit Uriinleri, fermente
gidalar, taze veya ciirimiis bitkiler, insan ve hayvan bagirsak mukoza igerikleridir. Fenotip

ozelliklerine gore: Obligat homofermentatif, fakiiltatif heterofermentatif ve obligat



heterofermentatif olmak iizere li¢ gruba ayrilmaktadir (Bosch ve ark, 2014; Reis ve ark,
2017).

Laktik asit bakterileri igerisinde yer alan cinsler: Lactococcus, Enterococcus,
Carnobacterium, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Tetragenococus, Streptococcus,
Weisella, Vagococcus ve Aerococcus ‘dur. Ayrica Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Streptococcus cinsi tiyeleri fermente siit iirtiinlerinin tiretiminde starter kiirtiir (baslatici kiiltiir)
olarak kullanilmaktadir (Cerbo ve ark, 2016).

Enterokoklar; tekli, ikili ya da kisa zincirler halinde bulunan, kokobasil seklinde
goriilebilen, genellikle katalaz negatif, Gram pozitif bakterilerdir. insan ve hayvan intestinal
florasinin birer pargasi olup, yapilan ¢alismalarda iirettigi bakteriyosinlerle pek ¢ok patojene
kars1 antimikrobiyal etki gosterdikleri bildirilmistir (Bhola ve Bhadekar, 2019).

Leuconostoc cinsi bakteriler; genellikle cift veya zincir olusturmus halde bulunan,
katalaz-negatif, fakiiltatif anaerop, hareketsiz Gram pozitif bakterilerdir. Kolonileri genellikle
yuvarlak sekilli ve grimsi beyaz renktedir. Sentezledikleri dekstranlar gida sanayisinde
emiilgator ve kivam arttirici olarak kullanilmaktadir. L. mesenteroides fermente iiriinlerden
siklikla izole edilen tiirlerdir (Gan ve ark, 2019).

Pediococcus cinsi bakteriler; ¢ift halde veya tetrat formunda bulunan, katalaz-negatif,
hareketsiz Gram-pozitif bakterilerdir. Bu cins igerisinde yer alan tiirlerin fermentasyon
siirecinde starter kiiltiir olarak kullanildigi ve bazilarinin pediyosin olarak adlandirilan
bakteriyosin irettigi bilinmektedir. Ayrica, Pediococci tiirlerinin biyokoruyucu olarak gida
sanayisinde kullanimlar1 mevcuttur. Pediococcus cinsi igerisinde yer alan P. parvulus tiiri,
siitlin fermentasyonunda ve peynir yapiminda kullanimlarindan dolayi, siit ve siit {irtinlerinden
izolasyonlart miimkiindiir. (Holland ve ark, 2011).

Laktokoklar; yuvarlak ya da oval bigimli, katalaz negatif, hareketsiz, spor
olusturmayan Gram pozitif bakterilerdir. Mezofilik karakterde bakteriler olup, siit iiriinlerinde
starter kiiltiir olarak kullanilan en yaygin tiirii L. lactis’ dir. Uretmis olduklar1 bakteriyosinler
patojenler lizerinde inhibisyon etki gosterdigi bilinmektedir (Mills ve ark, 2011).

Laktobasiller; comak ya da kokkobasil seklinde, spor olusturmayan, genellikle katalaz
negatif Gram pozitif bakterilerdir. Laktobasiller, fermente siit lirlinleri ve et gibi gidalarda,
insan ve hayvanlarin mukozal membranlar1 gibi ¢ok genis alanlardan izole edilebilirler.
Lactobacillus cinsi, L. acidophilus, L. rhamnosus, L. bulgaricus, L. casei, L. paracasei, L.
plantarum ve L. reuteri gibi bakteri tiirlerini igermektedir (Reis ve ark, 2017).

L. delbrueckii; ¢omak seklinde, hareketsiz, katalaz negatif, Gram pozitif, laktik asit

ireten, yogurda lezzet, dokusal Ozelliklerini veren ve iiretiminde starter kiirtiir olarak
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kullanilan bir bakteridir. Yapilan ¢esitli ¢alismalarda, test patojenlere karsi antibakteriyel
aktivite gosterdigi bildirilmistir (Shokryazdan ve ark, 2014).

L. acidophilus; ¢omak seklinde, uglar1 yuvarlak, anaerob veya fakiiltatif anaerob,
hareketsiz, katalaz negatif, Gram pozitif, termofilik O6zellikte bir bakteridir. Koloni
morfolojileri piiriizlii ve kenarlart sagakli goriiniimdedir. Laktozu homofermentatif yonden
fermente etmekte ve laktik asitin yani sira az miktarda da asetik asit, asetaldehit ve etanol
olusturmaktadir (Ahmed ve ark, 2010).

L. casei; fakiiltatif anaerob, spor olusturmayan, hareketsiz, yuvarlak sekilli bir
bakteridir. Ozellikle siit endiistrisinde yer alan ve fermentatif metabolizma siirecinde
metabolik son iiriin olarak laktik asit sentezleyen mikroorganizmadir (Lukic ve ark, 2018).

L. paracasei; ¢omak seklinde, fakiiltatif heterofermentatif, spor olusturmayan, Gram
pozitif bir bakteridir. Bakteriyosin, ekzopolisakkarit ve aroma maddeleri olusturabilme
yetenekleri sayesinde, starter kiiltiirler arasinda yer almaktadir. Genellikle insan
gastrointestinal sisteminde normal floranin bir pargasi olarak bulunmakta ve fermente edilmis
stit, et ve sebzelerden izole edilmektedir (Lavermicocca ve ark, 2015).

L. rhamnosus; spor olusturmayan, hareketsiz, Gram pozitif, katalaz negatif, kisa
zincirler seklinde goriinen, fakiiltatif heterofermentatif bir mikroorganizmadir. Pentozlar1 ve
glukogonlar1 fermente edebilme, estraseliiler polisakkarit iiretebilme yeteneklerine sahiptirler.
Vajina ve gastrointestinal sistem de dahil olmak iizere bir¢cok farkli ortamdan izole edilmis
cok ¢esitli suslara sahip olup, yogurt gibi fermente siit ve siit lirlinlerinde starter kiiltiir olarak
kullanilmaktadir (Al-Malkey ve ark, 2017).

L. plantarum; diizgiin comak seklinde, tek, ¢ift veya kisa zincirler halinde bulunan,
genellikle kamgisiz ancak hareketli, Gram pozitif bir bakteridir. Kolonilerin rengi; beyaz, agik
sar1, bazen de koyu sar1 olabilmektedir. Siit ve siit tirlinlerinden, fermente bitkilerden, insan
agz1 ve sindirim sisteminden izole edilebilirler (Gan ve ark, 2019).

L. reuteri; ¢omak sekilli, anaerobik, katalaz negatif Gram pozitif bir bakteridir. Dogal
olarak insanlar, domuzlar, tavuklar ve fareler dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli organizmalarin
bagirsaklarinda bulunurlar. Fermente siit iiriinlerinden ve insan siitiinden izole edilebilirler
(Ahl ve ark, 2016).

L. coryniformis; ¢omak sekilli, katalaz negatif, oksidaz negatif, Gram pozitif bir
bakteridir. Yapilan ¢esitli ¢alismalarda fermente siit iriinlerinden ve sebzelerden izole
edilebilir olduklari, Trettigi cesitli antifungal bilesiklerle de ¢esitli patojenlere karsi
antimikrobiyal aktivite gosterdikleri bildirilmistir (Slavica ve ark, 2015).



Yapilan ¢esitli ¢caligmalarda, LAB’ 1 iirettigi bazi metabolitlerin, ¢esitli patojenlerin
gelisimlerini ve biyofilm olusturmalarini inhibe ettikleri bildirilmistir (Ouwehand ve ark,
2013; Nakatsuji ve ark, 2017; Lukic ve ark, 2018). Metabolitler igerisinde yer alan organik
asitler; laktik asit, asetik asit, formik asit, fenillaktik asit, kaproik asit ve propiyonik asit olup,
hiicre zarindaki yag1 ¢ozerek hiicre i¢ine niifuz etmesi ve hiicre i¢inin normalde nétr olan
pH’m diistirerek hiicrenin inaktivasyonuna yol agarak etki gosterdigi bilinmektedir (Wieland
ve ark, 2002; Welman ve Maddox, 2003; Lukic ve ark, 2018).

LAB’in metabolitleri igerisinde yer alan hidrojen peroksit (H,0,); katalaz enzimi
tarafindan pargalanirken, LAB katalaz negatif oldugu i¢in par¢alanmadan kalmaktadir. Bu
avantaj sayesinde, LAB diger mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etki gostermektedir
(Ramos ve ark, 2012). Hidrojen peroksit, bakteri hiicre proteinlerindeki ve hiicre zarinda
bulunan lipidlerdeki siilfidril gruplarim1 okside etmektedir. Bu gii¢lii oksidasyon aktivitesi,
hidrojen peroksite bakterisidal etki gOsterme avantaji saglamaktadir. Yapilan ¢esitli
calismalarda, bazi reaksiyonlarda hidrojen peroksit iireten bakterilerin, ortamdaki oksijeni
tilketerek anaerobik kosullar yarattifi ve gelismek icin oksijene ihtiyag¢ duyan
mikroorganizmalarin hiicre zar1 gegirgenlik fonksiyonlarin1 bozarak antimikrobiyal etkinlik
gosterdigi bildirilmistir (Lukic ve ark, 2018).

LAB tarafindan tretilen karbondioksit (CO,); disiik konsantrasyonlarda bazi
mikroorganizmalarin gelisimini tesvik edici, yiikksek konsantrasyonlarda ise inhibe edici etki
gosterdigi bilinmektedir (Prince ve ark, 2012).

LAB metabolitlerinden olan diasetil; insanlar ve hayvanlar iizerinde herhangi bir
toksik etki gostermeyen ve diger metabolitler gibi ¢esitli patojen bakterilere Kkarsi
antimikrobiyal etki gosterdigi bilinen bir maddedir. Yapilan gesitli ¢alismalarda Gram pozitif
bakterilerin, diasetile Gram negatif bakterilerden ve mayalardan daha direngli olduklar
bildirilmistir (Im ve ark, 2016).

Laktik asit bakterilerinin trettigi bazi diisiik molekiil agirlikli bilesikler; diisiik pH
degerlerinde aktif olmalari, 1s1ya dayanikli olmalari, genis spektrumda etki gostermeleri ve
asetonda ¢Oziinebilir olmalar1 gibi ¢esitli 6zelliklere sahip olup, baz1 patojen bakterilere karsi
antimikrobiyal etkinlik gosterdigi bilinmektedir (Wang ve ark, 2011).

Probiyotik LAB igerisinde yer alan L. reuteri bakterisinin {iretmis olduklari reuterin ve
reutericyclin metabolitlerinin, antimikrobiyal aktiviteden sorumlu olduklar1 bilinmektedir.
Reuterin: L. reuteri bakterisinin gliserolii anaerobik olarak fermente etmesi sonucu olusan,
genis pH araliginda aktif, 1s1ya, proteolitik ve lipolitik enzimlere karsi direncli olan bir

metabolittir (Yang ve ark, 2015). Reutericyclin ise, sadece Gram pozitif bakterilere etki
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gosteren bir metabolit olup, proteinler ic¢in bir iyonofor (iyonlar1 hidrofilik ortamdan
hidrofobik ortama transfer eden maddeler i¢in kullanilan terim) gorevi gormekte ve
sitoplazmik membrana katilarak, zar araciligiyla ortamin pH degerini diisiirmektedir
(Karczewski ve ark, 2010; Yang ve ark, 2015).

LAB metabolitlerinden piroglutamik asit: L. casei subsp. casei, L. casei subsp.
pseudoplantarum ve Streptococcus bovis suslari tarafindan {iretilen; 1siya karst direngli, pH
degerinin 2,5’in ilizerinde oldugu ortamlarda hedef bakterinin tiiriine bagl olarak etkinligini
kaybeden ve antimikrobiyal etki mekanizmasi organik asitlere benzerlik gosteren bir
maddedir (Santos ve ark, 2016).

Bazi LAB’larin antimikrobiyal aktivitelerinden sorumlu olan bakteriyosinler;
ribozomal olarak sentezlenen, protein veya peptit yapisindaki, tretici hiicreler iizerinde
Oldiiriicii etki yapmayan ve genellikle dar etki spektrumuna sahip olarak tanimlanan
maddelerdir (Zakaria, 2013). Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus, Carnobacterium ve
Leuconostoc cinsine ait birgok bakteriyosin tanimlanmis olup, Listeria, Clostridium,
Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter cinsi gibi bir¢ok bakteriye karsi antimikrobiyal aktivite
gostermektedirler (Rosenfeldt ve ark, 2003). Yapilan gesitli ¢alismalarda 1s1l uygulamalar ve
pH degisikliklerinin bakteriyosin aktivitesini etkiledikleri bildirilmistir (Baquerizo ve ark,
2014).

LAB’mn patojen mikroorganizmalara kars1 gosterdigi antimikrobiyal aktivitesi gesitli
mekanizmalar ile ger¢eklesmektedir (Sekil 2) (Shokryazdan ve ark, 2014; Cerbo ve ark,
2016).

Karbonhidrat kaynaklarim Aerobik gelisme esnasinda tretilen
fermente eder metabolitler
Organik asitlerle ortamin pH LAB Inhibitér etki

st diigliriir

Bakterisidal etki Uretilen diasetil,
alkol ve CO, gibi

Bakteriyosin ve bakteriyosin metabolitler

benzeri metabolitler olarak
bilinen antimikrobiyal
karakterli proteinler

Sekil 2. Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal etkileri.



2.2. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas cinsi: Pseudomonadaceae ailesi iginde yer alan, suda ve toprakta
yasayan, insanlarin yani sira bitki ve hayvanlarda enfeksiyonlara neden olabilen biiyiik bir
non-fermentatif bakteri toplulugudur. Bu cins igerisinde en ¢ok izole edilen tiirii: 0,5-0,8 pm
eninde, 1,5-3 um boyunda olabilen, basil veya kokobasil morfolojisinde, Gram negatif
boyanan P. aeruginosa’dir. Spor ve kapsiil olusturmaz ve ugta bulunan tek polar flajeli ile
hareketlidir. 17 somatik (O) ve 6 flagella (H) antijeni vardir. O antijeni 1siya dayanikli,
flagella ve fimbria antijenleri 1siya dayaniksizdir. Besiyerlerinde non-mukoid ve mukoid tipte
cesitli koloni morfolojilerinde goriilebilmektedir (Harvey ve ark, 2012).

P. aeruginosa enfeksiyonlarmin patogenezinde konaga ve bakteriye ait faktorler rol
oynamaktadir. Bakterinin virulans faktorleri hiicre ile iligkili ve hiicre disina salinan faktorler
olarak incelenmektedir. Virulans faktor ftretimi bakteride genetik diizeyde regiile
edilmektedir. Etkene bagli olarak enfeksiyonun gelisme siireci; bakteri adezyon ve
kolonizasyonu, lokal invazyon ve yaygin sistemik olmak {izere birbirini takip eden {i¢
basamakta gerceklesmektedir (Kohler ve ark, 2000; Ochoa ve ark, 2013).

P. aeruginosa insan ve pek ¢ok hayvan tiirtinde (sigir, koyun, ke¢i, domuz, at, kopek,
kedi, siirtingenler gibi) ¢ogunlukla irinli ve bazen de akut sistemik enfeksiyonlara neden olan
oportunistik (firsat¢i) patojen bir bakteridir (Breidenstein ve ark, 2011). Saglikli hayvanlarin
deri, miikoz membran ve diskilarinda da yasayabilen bir bakteri olup, mastitis, arthritis,
enteritis, pneumonia, peritonitis ve iirogenital sistem enfeksiyonlarina neden olmaktadir
(Alcorn ve Wright, 2004; Oztiirk ve ark, 2017).

P. aeruginosa hidrofilik yapida, nemli ortami seven bir bakteri tiirii olup, insanda koltuk
alt1, kulak gibi nemli bolgelere yerlesim gostermektedir (Henry ve Speert, 2011). Insanlarda
siddetli hastane enfeksiyonlar1 ile birlikte, septisemi, endokarditis, solunum sistemi
infeksiyonlari, dis ve orta kulak yangilari, korneal iilserler, menenjit, bagirsak, kemik ve
triner sistem enfeksiyonlarina neden olabilmektedir (Breidenstein ve ark, 2011). P.
aeruginosa’nin insanlarda etken oldugu enfeksiyonlar ve lokalizasyonlar1 Tablo 2’ de

Ozetlenmistir.



Tablo 2. P. aeruginosa’nin etken oldugu enfeksiyonlar ve lokalizasyonlar1 (Breidenstein ve

ark, 2011; Ventola, 2015).

* Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari
0 Ektima gangrenozum

o Piyoderma

0 Yara enfeksiyonu

0 Dermatit

o Yanik

* Bakteriyemi

0 Primer

0 Sekonder

» AIDS ile iliskili enfeksiyonlar

* Endokardit

O Kalp kapaginda enfeksiyon

o Prostetik kalp kapak enfeksiyonu

* Gastrointestinal sistem enfeksiyonlari
0 Nekrotizan enterokolit

o0 Epidemik diyare

o Shanghai atesi

* G0z enfeksiyonlari

o Keratit (Kornea tilseri)

o0 Endoftalmit

* Kemik ve eklem enfeksiyonlar:

0 Sternoartikiiler piyoartroz

0 Vertebra osteomyeliti

o0 Simfiz pubis enfeksiyonu

0 Ayagin osteokondriti

o Kronik komsuluk yolu ile osteomyelit
* Kulak enfeksiyonlari

o Otitis eksterna

0 Malign eksternal otit

o Kronik siipiiratif otitis media

* Merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari
0 Menenjit

0 Beyin apsesi

* Solunum sistemi enfeksiyonu

0 Pnémoni

« Uriner sistem enfeksiyonlar

0 Akut

o Kronik
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2.3. Staphylococcus aureus

S. aureus: Gram pozitif, sporsuz, hareketsiz ve kapsiilsiiz, 0,5-1,5um c¢aplarinda
koklardir. Koloni morfolojileri yuvarlak diizgiin, kabarik, mat, S tipinde olup, koagiilaz
pozitif suglardir (Petrov ve ark, 2013).

Stafilokoklar igerisinden viriilans1 en yiiksek olan S. aureus’ un viriilansinda rol
oynayan faktorler; hiicre duvar yapilari, kapsiil, yiizey proteinleri, toksinleri ve enzimleridir.
Ozellikle mukoid tiirlerinde, polisakkarid yapida bakteriyi fagositozdan koruyan bir
mikrokapsiil bulunmaktadir. Bu ekzopolisakkarit konak hiicrelerine, kateterler gibi yabanci
cisimlere bakterinin adezyonunu kolaylastirmaktadir. S. aureus toksik etkilerini enzimatik
aktivite ve sitokin salinimi ile gosteren, konak hiicre morfolojisini ve/veya fonksiyonunu
etkileyen ¢ok sayida ekstraseliiler toksin tiretebilmektedir (Koneman ve ark, 2006).

S. aureus insanlarda nazofarenks, bazen cilt, daha nadiren vajina ya da istisnai olarak
rektum veya perineal bdlgede bulunabilir ve aerosol, direk kontakt gibi ¢esitli yollarla cilt
veya miikéz membranlardaki herhangi bir bolgeyi kontamine edebilirler. S. aureus’a bagl
insanlarda gelisen enfeksiyonlar: dolagim sistemi infeksiyonlar1 (bakteriyemi, endokardit ve
perikardit), solunum sistemi, kas ve iskelet, santral sinir sistemi, iiriner sistem infeksiyonlar1
ile karsimiza cikmaktadir (Nakatsuji ve ark, 2017). Bu enfeksiyonlar igerisinde yara
enfeksiyonlar1 en sik goriilen enfeksiyonlar arasinda yer almaktadir. S. aureus ile iliskili
biitiin lokalize primer cilt enfeksiyonlarr, yumusak dokulara hizla yayilabilir ve selliilit,
lenfanjit ve hatta nekrotizan fasiit meydana getirebilirler. S. aureus’ un insanlarda etken

oldugu enfeksiyonlar Tablo 3’ de 6zetlenmistir.
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Tablo 3. S. aureus’un insanlarda yaptigi enfeksiyonlar (Nakatsuji ve ark, 2017).

Deri ve yumusak doku infeksiyonlari:

Apseye doniisen, derin dokulara yayilarak; osteomyelit,
artrit veya bakteriyemiye yol acabilir. Sekonder deri

infeksiyonlar1: Ozellikle egzamalilarda gériilmektedir.

Impetigo:

Yiizeyel bir deri infeksiyonudur.

Biill6z impetigo:

Kiiciik biillerle karakterizedir. Hastalik eksfolyatif toksin
tireten suglarla olusur. Bu yiizden lokalize haslanmis deri

sendromu olarak da bilinmektedir.

Folikiilit: Kil folikiiliiniin yiizeyel veya derin inflamasyonudur.
Fronkiil: Derin yerlesimli inflamatuar nodiillerle seyreder.
Karbonkiil: Furonkiiliin derialtina gegmesiyle olusan apselerdir.

Hidradenitis siippiirativa:

Ter bezlerinin iltihabidir. Genellikle aksiller bolgede

gorilmektedir.

Haslanmis deri sendromu:

S. aureus suslarina bagli hastaliklarda goriilen bir

durumdur. Toksin en sik faj grup II tarafindan iretilir.

Toksik sok sendromu:

(1/4 olguda enterotoksin B veya C rol oynar)

S. aureus hayvanlarda da gesitli enfeksiyonlara neden olan 6nemli bir patojen olup, en

sik karsilagilan deride yaptigi hastaliklar Tablo 4’de gosterilmistir.

Tablo 4. S. aureus’un hayvanlarda yaptigi enfeksiyonlar (O'Flaherty ve ark, 2005; Morgan,

2008).
Tiir Konak Hastahklar/izole edilen yerler
Sigir Mastitis, impetigo
Koyun Mastitis, dermatitis, kene piyemisi,
beningn folikiilitis
Kegi Mastitis, dermatitis
S. aureus Domuz Meme  bezlerinde  botriyomikoziz
Meme bezlerinde impetigo
At Mastitis
Kedi, kopek Piyoderma, endometritis, sistitis, otitis

eksterna ve diger irinli durumlar

Kiimes hayvanlari

Artitis ve septisemi, bumblefoot,

omfalitis
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2.4. Biyofilm

Biyofilmler, bir ylizeye yapisarak kendi {trettikleri ‘“hiicre dis1 polimerik yap1”,
“ekzopolisakarit” ya da “ekzopolimer” adi verilen polisakkarit bazli jelsi bir tabaka iginde
yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu topluluk olarak tanimlanmaktadir (Laitman ve ark,
2014).

Biyofilm olusumu ve bakterilerin ylizeylere baglanma diizeyi; ortamin pH’ s1 ve
sicakligi, bakteri tiirii ve hiicre duvarinin yapisi, bakteri sayisi, baglandigi yiizeyin 6zellikleri,
hiicre hareketliligi, ortamdaki besin maddelerin igerigi ve miktari, iyon konsantrasyonu gibi
birgok faktdre bagli olarak degisebilmektedir (Simdes ve ark, 2010).

Yapilan bircok calismada, biyofilmlerin sabit noktalarda biyolojik doniisiimlerini
tamamladiklar1 gosterilmistir (Simdes ve ark, 2010). Bakterilerin yiizeye tutunmalar
dontigiimlii ve donlisiimsiiz olmak {izere iki basamakta gerceklesen bir olusumdur (Donlan,
2002). Dontisiimlii basamakta; bakteri hiicresi yiizey ile uzun mesafeli elektrostatik,
hidrofobik ve Van der Walls gibi zayif etkilesim giicleri icerisindedir. Doniislimsiiz
tutunmada ise; kisa mesafeli etkilesimler olan dipol-dipol, hidrofobik, iyon-dipol, iyonik ve
kovalent baglar ve hidrojen etkilesimleri icerisindedir (Donlan, 2002). Diger bir evre olan
yiizey kolonizasyonunda; tutunan bakteri gelismekte ve daha sonra bolinmektedir. Biyofilm
olusumunun son asamasi olan kopma veya ayrilma evresinde ise; tek bir bakteri veya bakteri
kiimeleri biyofilm tabakasindan koparak ortama yayilmaktadir (Simdes ve ark, 2010).

Biyofilm yapilar ile bakteriler; nem, 1s1 ve pH degisiklikleri gibi ¢evresel kosullardaki
degisimlerden ve immiin sistem bilesenlerinin fagositosundan kendilerini koruyarak avantaj
saglamis olurlar (Donlan ve Costerton, 2002). Yapilan c¢esitli ¢aligmalarda; Kistik fibroz,
akciger, periodontit, endokardit, otitis media, kronik bakteriyel prostatit, kronik yara, protez
kapak, santral venoz kateter gibi enfeksiyonlarin tedavisinde karsilagilan zorluklarin sebepleri
olarak biyofilm yapilar gosterilmistir (Savage ve ark, 2013; Baquerizo ve ark, 2014; Foster,
2017; Kumar ve ark, 2017).

Baz1 Dbakteriler biyofilm olusturma yetenegine sahiptirler. Bunlardan en ¢ok
bilinenleri; Pseudomonas, Enterobacter, Flavobacterium, Alcaligenes, Staphylococcus ve
Bacillus’dur. Ozellikle P. aeruginosa ve S. aureus’ un olusturduklar biyofilmler kronik
yaralarin iyilesmesinde birincil engeldir (Savage ve ark, 2013). Yapilan cesitli calismalarda,
P. aeruginosa’ nin hiicre disina salgiladigi birgok viriilans etmeninin kontrolii ve biyofilm
olusumunun; birbiri ile iligkili “las” ve “rhl” olarak tanimlanan iki ¢ogunlugu algilama (CA)

sistemleri ile kontrol edildigi bildirilmistir. Bu sistemler; biyofilm olusumu, elastaz (LasA ve
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Las B), alkalen proteaz, hidrojen siyanid, ekzotokzin A, piyosiyanin, lektin, rhamnolipid,
sigma etmen (rpoS), ve siiperoksid dismiitaz basta olmak iizere ¢esitli viriilans etmenlerin
tiretimini kontrol ettigi bilinmektedir (Terada ve ark, 1999). Las B elastazin yapimim
diizenleyen ve bu nedenle de “las sistemi” olarak adlandirilan birincil sistem; Las | ( 3-oxo-
C12— HSL- L, uzun zincirli AHL sentezinden sorumlu Al sentaz geni ) ve Las R (
“transcriptional activator” proteini kodlayan gen) genlerinden olugmaktadir. Bu sistem;
biyofilm olusumunu ve Las B elastaz, Las A proteaz, ekzotokzin A gibi diger ekstraselliiler
virulans etmenlerinin liretimini kontrol etmektedir (Henry ve Speert, 2011). Yapilan cesitli
calismalarda, P. aeruginosa’ nin glukoprotein ve musinin bulundugu yiizeylerde gelistiginde,
tobramisin gibi pek ¢ok antibiyotige karsi gosterdigi direncin artmasina neden oldugu
bildirilmistir (Joint ve ark, 2007; Kim ve ark, 2009).

S. aureus cevresel kaynaklarda yaygin olarak bulunan, fagositoza karsi direng
saglayan biyofilm tabakasi ile ortam sartlarina oldukc¢a dayanikli olan bir mikroorganizmadir
(Cucarella ve ark, 2001). S. aureus’lar da poli-N-siiksinil-B-1-6 glikozamin (PIA-PNSG)
polisakkarit tutunma matriksinin tiretiminden sorumlu bir operon olan, icaADBC gen kiimesi
bulunmaktadir. icaADBC tarafindan iiretilen bu maktriksin hiicrelerin birbirine yapismasini
sagladigr ve icaADBC gen kiimesini barindiran S. aureus suslarinin, potansiyel biyofilm
tireticisi oldugu bilinmektedir (Szczuka ve ark, 2013). Konu ile ilgili yapilan diger
calismalarda, ica operonunda yer alan icaA geninin, UDP-N-asetilglukozaminden N-
asetilglukozamin oligormerlerinin  sentezinde yer alan N-asetilglukozamil transferaz
tiretiminden sorumlu oldugu, N-asetilglukozaminin ise biyofilm tabakasinin ana maddesini

olusturdugu bildirilmistir (Szczuka ve Kaznowski, 2014).

2.5. Laktik Asit Bakterilerinin Yara Enfeksiyonlarinda Kullanimlar:

Deri dis ¢evreye karsi ilk savunma hattin1 temsil eden 6nemli bir organdir. Baslica
islevleri; mekanik direnci saglamak, su ve tuz kaybmi diizenlemek ve viicudu
mikroorganizmalarin neden oldugu ¢evresel zararlardan korumaktir. Yanik, travma veya bazi
deri hastaliklariyla, komensal ve patojenler arasindaki dengenin bozulmasiyla, hem ¢evrede
bulunan hem de florada bulunan bakterilerin deride hastalik olusturma riski artmaktadir
(Barzegari ve ark, 2020).

Yapilan molekiiler ¢alismalarla deri mikrobiyotasinda: Actinobacteria, Firmicutes,

Proteobacteria, Bacteroidetes filumlarin baskin oldugu ve Propionibacterium spp.,

14



Staphylococcus spp., Micrococcus spp., Corynebacterium spp., Acinetobacter spp., bakterileri
ve Malassezia mantar cinslerinin oldugu bildirilmistir (Jeong ve ark, 2018).

Son yillarda antimikrobiyal direncin, ciddi bir kiiresel tehdit oldugu agikca
goriilmektedir. Bu nedenle, yara enfeksiyonlarina neden olan patojenlerin tedavilerinde
kullanilan mevcut antibiyotiklere, alternatif  gosterilebilecek terapdtik tedavilere ilgi
artmaktadir. Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii (OECD), alternatif tedavilerin bilimsel
caligmalarinin  daha fazla yapilmasi ve kanmtlarmin giiglendirilmesi  gerektigini
vurgulamaktadir. Giiniimiizde arastirilan konu basliklar1 arasinda yer alan alternatif
tedavilerin bazilarinin; antimikrobiyal diren¢ inhibitorlerini (aljinat ve poliaminler gibi)
icerdigi, bazilarmin ise farkli mekanizmalara sahip diger kimyasal ve biyolojik ajanlar olan;
polianyonik maddeler, enzimler, potasyum permanganat, antimikrobiyal peptitler, metal
iyonlari, halojen iyonlarini icerdigi goriilmektedir. Bunlara ek olarak bakteriyofajlar ve
probiyotikler gibi yararli mikroorganizmalar da arastiritlan 6nemli konu bagliklaridir
(Barzegari ve ark, 2020).

Yara enfeksiyonlarina ¢ogunlukla: S. aureus, P. aeruginosa, E. faecalis, A. baumannii,
E. coli, K. pneumoniae gibi biyofilm olusturan bakterilerin neden oldugu bilinmektedir. Konu
ile ilgili yapilan calismalarda; ¢esitli sebeplerle deri mikrobiyotasinin dogal dengesinin
bozulmasi durumunda, probiyotik LAB’ 1n bagisiklik hiicrelerinin iiretimini uyararak, yara
enfeksiyonlarina yol acan bu patojenlerin rekabet¢i bir sekilde dislanmasi yoluyla, konakei
saglig tizerinde olumlu etkiler yaratarak islev gordiigii bilinmektedir (Karczewski ve ark,
2010; Wong ve ark, 2013; Mohammedsaeed ve ark, 2015). Ayrica LAB’ 1, patojenin
iremesini engelleyen ve ¢ekirdek algilama sistemine miidahale eden biyoaktif molekiilleri
tirettigi bildirilmistir (Yang ve ark, 2015; Nakatsuji ve ark, 2017; Lukic ve ark, 2018).

Epitel hiicrelerin ve fibroblastlarin islevlerinin; kemokinler, sitokinler ve biiylime
faktorleri tarafindan siki bir sekilde diizenlendigi gz oOniine alindiginda, probiyotikler
tarafindan epidermal bariyerin modiile edilmesinin bagisiklik bilesenleri lizerindeki etkileri ile
yakindan baglantili oldugu goriilmektedir (Slama ve ark, 2013; Pastar ve ark, 2014).

Yapilan ¢esitli ¢aligmalarda proiyotik LAB’ 1 epitel hiicrelerin fonksiyonlarini
modiile ederek, patojen bakteriler ile yarigmali olarak adezyonda rol oynagi bildirilmistir
(Sekil 3, 4) (Lukic ve ark, 2018).
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Sekil 3. LAB’1n immun sistem hiicreleri ile olan etkilesimi.

A. LAB’in epitel hiicreleri iizerindeki modiile edici etkisi: Epitel hiicrelerden TNF-a, IL-6,
antimikrobiyal peptitlerin (HAMP) ve bilyiime faktorlerinin (GF) salinimini uyararak, immiin sistem
hiicrelerinin aktivasyonunu, patojenin eliminasyonunu ve doku rejenerasyonunu arttirir. B. LAB,
fibroblastlarin farklilasmasini, gégiinii, kolajen birikmesini ve GF firetimini indiikler (Lukic ve ark,
2018).
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Sekil 4. LAB’1n yara enfeksiyonlarina yol acan patojen bakterilere kars1 gostermis olduklari
antimikrobiyal etkiler.

A. LAB, patojenin iiremesini engelleyen ve/veya cogunlugu algilama sistemine miidahale eden
biyoaktif molekiilleri serbest birakir. B. LAB, patojenin koagregasyonunu ve mukozal yiizeylerden
elimine edilmesini saglar. C. LAB, epitel hiicre reseptorlerine baglanarak deri ve mukozal yiizeylerde

patojenin yer degistirmesine neden olur (Lukic ve ark, 2018).
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Bugiine kadar LAB’ 1n ¢esitli patojenlere karsi antimikrobiyal etkilerini arastiran ¢ok sayida
in vitro ¢alisma yapilmistir (Fijan ve ark, 2019). Calismalarda kullanilan ana teknikler
degerlendirildiginde, agar kuyu difiizyon testi ve farkli varyasyonlar1 karsimiza ¢ikmaktadir.
Ayrica, S. aureus, P. aeruginosa, E. coli ve A. baumannii tiirleri ise, siklikla arastirilan
patojenler arasinda yer almaktadir (Jones ve ark, 2010; Varma ve ark, 2011; Lopes ve ark,
2017; Onbas ve ark, 2019).

Son yillarda yapilan ¢esitli in vitro c¢alismalar degerlendirildiginde, Yyara
enfeksiyonlarina neden olan patojenlere karst en ¢ok Kullanilan probiyotiklerin, laktik asit
bakterileri oldugu ve iglerinden L. plantarum, L. acidophilus ve L. reuteri tiirlerinin daha gok
arastirlldigr goriilmektedir. Arastirmacilardan bazilar1 probiyotik suslar tarafindan iiretilen
siipernatantlar1 veya ekstraktlar1 kullanirken (Ramos ve ark, 2012; Mohammedsaeed ve ark,
2014; Lopes ve ark, 2017; Onbas ve ark, 2019), bazilar1 canli probiyotik kiiltiirlerini ve birden
fazla probiyotik tirlerini ayni anda kullanmislardir (Prince ve ark, 2012; Lopes ve ark, 2017;
Li ve ark, 2018).

Yapilan bazi ¢aligmalarda, postbiyotik olarak adlandirilan hiicresiz metabolitlerin
kullanimlarinin, canli mikroorganizmanin kendisinin kullanimina kiyasla daha giivenli ve
etkili olduklart bildirilmistir (Lukic ve ark, 2017). Hiicre lizatlarinin kullanildigi diger
calismalarda hem lokal hem de sistemik olarak bagisiklik sistemini modiile ederek, yara
enfeksiyonu ile iligkili parametreleri azalttig1 bildirilmistir (Yang ve ark, 2015; Nakatsuji ve
ark, 2017).

Probiyotik LAB’ 1n S. aureus ve P. aeruginosa patojenlerine karsi antimikrobiyal
etkilerini gosteren c¢esitli hayvan modelli ¢alismalar da mevcuttur. S6z konusu g¢aligmalar
incelendiginde; deney hayvanlarinda yanik yaralar, iskemik yaralar ve cilt lezyonlarinin
olusturulduktan sonra, probiyotiklerin topikal ve lokal enjeksiyonu seklinde kullanildiklari
goriilmistiir. Bu calismalarda, probiyotiklerin yaranin enfekte yanik veya kesik bir yara olup
olmadigina bakilmaksizin, patojenlere karsi antagonistik etkisi dogrulanmistir. Topikal olarak
uygulanan LAB suslarinin, S. aureus ve P. aeruginosa iizerinde inhibe edici etkileri
belirlenmistir. Ayrica bu caligmalarda test edilen probiyotiklerin, yara enfeksiyonlarinin
tedavilerinde kullanilabilir olduklari sonucuna varilmistir (Valdez ve ark, 2005; Shu ve ark,
2013; Argenta ve ark, 2016; Ong ve ark, 2019; Stirmeli ve ark, 2019).

Yara iyilesmesini hedefleyen deneylerde, fareler ve sigcanlar en yaygin kullanilan

hayvan modelleridir. Bununla birlikte, bu hayvanlarin insanlara kiyasla daha ince bir
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epidermisi ve dermisi oldugu diislintildiiglinde, dogru bir metod olarak uygulanabilirligi
sorgulanmas1 gerekmektedir. Ote yandan benzer yapi ve iyilesme ydniinden, derisi insan
derisine en yakin hayvanlar iizerinde yapilan deneyler (6zellikle domuz); yiiksek maliyet,
genetik manipiilasyon eksikligi ve hayvanlarin kullanim zorlugunu dezavantaj olarak
gostermektedir. Bu nedenle konu ile ilgili yapilan ¢alismalarin daha ¢ok in vitro diizeyde
siirli kalmis oldugu goriilmektedir (Chisholm ve Xu, 2012; Johnson ve ark, 2018; Sami ve
ark, 2019).

Son yillarda yapilan hayvan modeli ¢alismalar degerlendirildiginde, en sik kullanilan
probiyotik LAB susun L. plantarum ATCC 10241 oldugu ve gesitli probiyotikler ile basta
P. aeruginosa ve ardindan S. aureus olmak flizere cesitli patojenlere karsi etkili bir
antagonistik etki gosterdigi belirlenmistir. Siirmeli ve ark (2019), L. plantarum ATCC 10241
susunun, MRSA ATCC 43300 patojeninden once lokal olarak (tek doz 1x10° CFU/mL)
farelere uygulamis ve probiyotik susun yara enfeksiyonlarindan korunma ve tedavisinde
kullanilabilir oldugunu degerlendirmistir. Satish ve ark (2017), L. plantarum ATCC 10241
susunun tavsanlarda lokal olarak uygulama (tek doz 3x10® CFU/m L) sonrasi, P. aeruginosa’
nin sebep oldugu yamk yara enfeksiyonunun ve agilan yara izinin azaldigim
gozlemlemiglerdir. Ong ve ark (2019), L. plantarum USMS8613 susuna iligkin hiicresiz
siipernatantin parafilm ile %10 (v/v) protein agisindan zengin fraksiyonunun, farelerde tek
doz olarak lokal uygulamasi sonrasi, S. aureus’ u yliksek oranda inhibe ettigini ve yara
iyilesmesinin arttirildigint  bildirmiglerdir. Huseini ve ark (2012) kefir bakterisinin ve
Oziitlerinin, ¢esitli patojenler {izerindeki etkilerini hem in vitro hem de sigan yanik modelleri
ile aragtirmiglar ve her iki calismayla antimikrobiyal ve yara iyilesmesinde pozitif etkileri
oldugunu degerlendirmiglerdir. Yapilan in vitro ¢alismalarda L. plantarum’ un, P.
aeruginosa’nin biyofilm olusumunu ve yanik yara modellerindeki etkene bagli gelisen
enfeksiyonlar1 azalttigi gosterilmistir (Baquerizo ve ark, 2014). Probiyotikler icerisinde yer
alan laktobasillerin epitel hiicrelerinin modiile edilmesinin yani sira, onariminda da rol
oynadig: bilinmektedir. Tiiysiiz fare modeli deneylerinde UVB ile deride hasar olusturulmus
ve artmig kollajen sentezi ile L. plantarum'un varliginin korelasyon gosterdigi belirlenmistir
(Nasrabadi ve ark, 2011).

Probiyotik LAB’in antimikrobiyal etkilerinin arastirildigi ¢esitli klinik ¢aligmalar
mevcuttur. S6z konusu bu caligmalarda, LAB topikal olarak yanik yara ve ayak {ilserlerinde
kullanilmis, bazilarinda ise hastalara oral olarak da uygulanarak sonuglar karsilagtirilmistir.
Calismalara iliskin bulgular degerlendirildiginde; probiyotik uygulamasi sonrasi patojenik
yiikiin azaldigi goriilmektedir (Thomson ve ark, 2012; Mayes ve ark, 2015). Ayrica ameliyat
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sonrasi probiyotik tiiketiminin (esas olarak L. plantarum 299) konak bagisiklik sitemini

uyardig1, postoperatif enfeksiyon sayisini azalttigi, hastanede yatis siiresi ve recete edilen

antibiyotik miktarini azalttig1 degerlendirilmistir (Rayes ve ark, 2002; Roudsari ve ark, 2015).

Probiyotik bakterilerden LAB, hem in vivo hem de in vitro ¢alismalarda en ¢ok tercih

edilen tiirleri icermektedir. Tablo 5°de baz1 probiyotik bakterilerin, S. aureus ve P. aeruginosa

tizerindeki inhibe edici etkilerini gosteren cesitli ¢aligmalara deginilmistir (Sikorska ve
Smoragiewicz, 2013; Mohammedsaeed ve ark, 2014; Ramos ve ark, 2012; Ahl ve ark, 2016;

Lukic ve ark, 2018).

Tablo 5. Baz1 probiyotik bakterilerin S. aureus ve P. aeruginosa iizerindeki inhibe edici

etkilerini gdsteren ¢esitli calismalar.

Probiyotik

Etkinlik

Referans

Lactobacillus salivarius

Atopik dermatitis

(Elbe-Biirger ve ark, 2002)

Lactobacillus rhamnosus

Atopik dermatitis/Yara

enfeksiyonlart

(Rosenfeldt ve ark, 2003)

Lactobacillus paracasei

Atopik dermatitis

(Rosenfeldt ve ark, 2003)

Lactobacillus plantarum ATCC 10241

Antimikrobiyal etkinlik
P. aeruginosa

(Valdez ve ark, 2005)

Lactobacillus reuteri

Epidermal keratinositlerin

korunmasi

(Segawa ve ark, 2008)

Lactobacillus delbreuckii

Atopik dermatitis

(Piccardi ve Manissier, 2009;
Watanabe ve ark, 2009)

Lactobacillus acidophilus CH5

Antimikrobiyal etkinlik

(Ahmed ve ark, 2010)

Lactobacillus fermentum NCIMB7230

Antimikrobiyal etkinlik

(Jones ve ark, 2010)

Lactobacillus reuteri ATCC 55730,

Lactobacillus casei, L. plantarum

Antimikrobiyal etkinlik

(Thomas ve ark, 2011)

Bifidobacteria spp.

Yara enfeksiyonlari -hassas

ciltlerde kullanim

(Archer ve ark, 2011)

Bacillus subtilis

Atopik lezyonlarin

engellenmesi

(Goto ve ark, 2011)

Lactobacillus rhamnosus GG lizat ve

stipernatantlari

in vitro hiicre kiiltiriinde
S. aureus geligimi ve
adezyonunu inhibe edicci
etkinlik

(Mohammedsaeed ve ark, 2014)

Pediococcus acidilactici CHOOZITTM
Lactobacillus plantarum WHE92

Antimikrobiyal etkinlik

(Arques ve ark, 2015)
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Lactococcus lactis CNRZ150/TAB50

L. rhamnosus GG, L.acidophilus

Antimikrobiyal etkinlik

(Al-Malkey ve ark, 2017)

Lactobacillus delbrueckii DSMZ
20081, L.acidophilus LA-5, L.
plantarum 226V, Lactobacillus
salivarius DSMZ 20555, L. casei
DSMZ 20021 (Stipernatantlar)

S. aureus ve P. aeruginosa
biyofilmlerinin inhibe
edilmesi i¢in topikal

uygulamalar

(Lopes ve ark, 2017)

L. reuteri DSMZ 17938, L. acidophilus
DSMZ, Bacillus coagulans DSMZ,

L. plantarum 299V, DSM 9843,
Bifidobacterium bifidum DSM 20456

P. aeruginosa
Disk diflizyon metodu ile
antibiyotiklerle sinerjik

kullanim

(Moghadam ve ark, 2018)

L. plantarum F-10 (Hiicresiz

slipernatantr)

P. aeruginosa, MRSA
tizerinde antimikrobiyal,

antibiyofilm etki

(Onbas ve ark, 2019)

L. acidophilus CL1285
L. casei LBC8OR, L.rhamnosus CLR2

S. aureus, P. aeruginosa igin
antibiyotiklerle birlikte

topikal uygulamalarda

(Li ve ark, 2018)

(Tablo 5’ in devami)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢
3.1.1. izolasyon Ornekleri

Calismamiz i¢in Aydin Merkez’de yer alan marketlerden ve halk pazarlarindan; peynir
(beyaz peynir, koyun peyniri, tulum peyniri, lor ve ¢okelek), yogurt ve kefir ¢esitlerinden
olusan, toplam 12 marka fermente siit lirlinii ¢alisma materyali olarak kullanildi (Tablo 6).
Ornekler aseptik ve soguk kosullarda, en ge¢ 4 saat igerisinde Aydin Adnan Menderes
Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji rutin teshis laboratuvarina getirilerek bakteri
izolasyonu islemlerine baslandi ve izolasyon islemleri tamamlanincaya kadar +4 °C’de

buzdolabinda muhafaza edildi.

Tablo 6 . Fermente siit {iriinleri ve alindiklar1 yerler.

Materyal Alindigi yer
Beyaz peynir, Koyun peyniri Marka 1, Pazar
Beyaz peynir Marka 2, Market
Koyun peyniri Marka 3, Pazar
Lor peyniri Marka 4, Pazar
Cokelek Marka 5, Market
Yogurt Marka 6, Market
Kefir, Yogurt Marka 7, Pazar
Beyaz peynir Marka 8, Pazar
Tulum peyniri, Koyun peyniri Marka 9, Market
Beyaz peynir Marka 10, Market
Lor peyniri, Yogurt Marka 11, Pazar
Yogurt Marka 12, Market

3.1.2. Standart Bakteri Suslar

Calismada, P. aeruginosa ATCC 15692, P. aeruginosa ATCC 9027, P. aeruginosa
ATCC 27853, S. aureus ATCC 29213, S. aureus ATCC 33591, S. aureus ATCC 6538, S.

21



aureus ATCC 25923 ve S. aureus ATCC 35556 standart suslart kullanildi. Standart suslar,
Amerikan Tip Kiiltiirii Koleksiyonu (ATCC)’den ve Aydin Adnan Menderes Universitesi
Rekombinant DNA ve Rekombinant Protein Merkezi Arastirma Laboratuvari’na ait bakteri
koleksiyonundan temin edildi (Tablo 7). Calisma Oncesi tim standart patojen suslar,
gelisimlerine uygun besiyerlerine ekilerek, 37°C' de 24-48 saat inkiibe edildi. iki kez
aktiflestirilen suslardan, stok kiiltiirler hazirlanip, —80 °C’de % 20’lik gliserol igerisinde

muhafaza edildi.

Tablo 7. Calismada kullanilan standart bakteri suslarina iligkin detayl bilgiler.

Bakteri susu izolasyon yeri Uygulamalar Besiyeri Gelisme
kosullar:
P. aeruginosa Enfekte yara e  Bakteriyofaj Nutrient agar 37°C,
(ATCC 15692) e Frsatci patojen (NA) aerobik
arastirmalari Nutrient broth

e  Piyosiyanin iiretimi (NB)
P. aeruginosa Dis kulak e  Antimikrobiyal Nutrient agar 37°C,
(ATCC 9027) enfeksiyonu koruyucularin testi (NA) aerobik

e  Medya testi Nutrient broth

e Kalite kontrol testi (NB)

e  Sterilite testi
e  Rhamnolipid iiretimi
e Ilag ve kisisel bakim

testleri

e  Kontrol susu

P. aeruginosa Kan kiiltiirii Tryptic Soy
(ATCC 27853) ¢ Gidatesti Broth (TSB) -/
*  Medyatesti (MHA)  Tpyptic Soy aerobik
e  Kalite kontrol susu Agar (TSA)
e  Antibiyotik duyarlilik
disk testleri
S. aureus subsp. aureus Deri e Kalite kontrol testi Tryptic Soy
Broth (TSB 37°
(ATCC 29213) e Duyarlilik testi roth (TSB) C
. . Tryptic Soy aerobik
e llag deneyleri
Agar (TSA)
S. aureus subsp. aureus Klinik izolat e Ilac deneyleri Nutrient agar 37°C,
(ATCC 6538) (NA) aerobik
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S. aureus subsp. aureus
(ATCC 25923)

(insan)

Lezyon

Antimikrobiyal
ajanlarin testi
Antimikrobiyal el
yikama
formiilasyonlarinin
test edilmesi
Dezenfektanlarin test
edilmesi

flag deneyleri

Kisisel bakim testleri
Duyarlilik testi
Inhibisyon testi
Medya testi

Kalite kontrol susu

Tryptic Soy 37°C,
Broth (TSB) aerobik
Tryptic Soy

Agar (TSA)

S. aureus subsp. aureus
(ATCC 35556)

Klinik izolat

Kalite kontrol susu
Siit tirlinlerinin
incelenmesi
Duyarlilik disk
testleri

Su testi

Enterik aragtirmalar

Tryptic Soy 37°C,
Broth (TSB) aerobik
Tryptic Soy

Agar (TSA)

S. aureus subsp. aureus
(ATCC 33591)

Klinik izolat

Hemoliz ¢aligmasi

(Hemoliz pozitif sus)

Nutrient agar 37°C,
(NA) aerobik
Nutrient broth

(NB)

(Tablo 7’ nin devamu)
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3.1.3. Besiyerleri ve Cozeltiler

Calismada kullanilan besiyerleri ve gozeltilere iliskin bilgiler Tablo 8 ve Tablo 9’da

verildi.

Tablo 8. Calismada kullanilan besiyerleri.

Besiyeri

icerik

Hazirlamsi

Kullamim Amaci

de Man Rogosa Sharpe
(MRS) Broth
(Oxoid CM0359)

Kazein pepton 10,0 g/L,
Et 6ziiti 10,0 g/L, Maya
oziti 40 gL, D ()
20,0 g¢/L, Di-
potasyum hidrojen fosfat
2,0 g/L, Tween 80 1,0
gL,
hidrojen sitrat 2,0 g/L,

glukoz

Di-amonuyum

Sodyum asetat 5,0 g/L,

Magnezyum siilfat 0,2
g/L, Manganez siilfat 0,4

g/L

52,2 g ortam 1 litre distile
suda ¢ozilir. 121 °C’de
15 dakika otoklavlanir.

LAB’ n stok kiiltiirlerin
hazirlanmasi ve ¢alisma
Oncesi aktiflestirilmesinde

kullanildi.

de Man Rogosa  Siklohegzimit  Kazein pepton 10,0 g/L, Et 66,2 g ortam 1 litre LAB’ n saflagtirilmasinda
Sharpe (MRS) icermeyen oziiti 10,0 g/L, Maya oziiti  distile suda ¢0ziiliir.  ve diger ¢aligmalarda
Agar MRS Agar 4,0 g/L, D (+) glukoz 20,0 121 °C’de 15 dakika kullanildi.
(Oxoid g/L, Di-potasyum hidrojen otoklavlanir. 45 °C’ye
CMO0361) fosfat 2,0 g/L, Tween 80 1,0 kadar  sogutulduktan
g/L, Di-amonuyum hidrojen sonra steril petrilere
sitrat 2,0 g/L, Sodyum asetat  dokiiliir.
5,0 g/L, Magnezyum siilfat
 Siklohegzimit 0,2 g/L, Manganez silfat 50 mg/L siklohegzimit LAB’m ilk izolasyon
iceren MRS 0,04 g/L, Agar-agar 14,0 g/L igerecek sekilde isleminde kullanildi.
Agar hazirlanir.
M17 Agar Soya pepton 5 g/L, Kazein 33,25 g’ 1 1000 mL LAB’n ilk izolasyon
(Merck 115108) pepton 2,5 g/L, Sigir eti distile suya eklenir, isleminde kullanildi.

pepton 25 g/L, Maya
ekstraktt 2,5 g/L, Sigir eti
ekstraktt 5 g/L, Laktoz

monohidrat 5 g/L, Askorbik
asit 0.5 g/L, Sodyum, B-
gliserofosfat 19 gL,
Magnezyum siilfat 0,25 g/L,

Agar agar 12,75 g/L

kaynayana kadar 1sitilir
ve ¢Oziindiikten sonra

121 °C’ de 15 dakika
sterilize edilir. 45 °C’
ye kadar sogutulup

petri kaplarina dokiiliir.
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M17 Broth
(Merck 115029)

Soya unu peptonu 5 g/L,
25 g/,
Kazein pepronu 2,5 g/L,
Maya ekstrakti 2,5 g/L, Et
ekstraktt 5 g/L, Laktoz
gL,
Askorbik asit 0,5 g/L,
Sodyum B-gliserofosfat 19

Et peptonu

monohidrat 5

g/L, Magnezyum siilfat

0,25 g/L

42, 25 g 1 1000 mL

distile suya eklenir,
kaynayana kadar 1sitilir ve
¢oziindiikten sonra 121
°C> de 15 dakika sterilize

edilir.

LAB’1n ilk izolasyon
isleminde kullanildi.

Tryptic Soy Broth (TSB)

Kazein pepton 17,0 g/L,

40,0 g besi yeri 1 litre

(Merck 22092) Soya pepton 3,0 g/L, D(+) distile suda ¢oziilir ve
Glukoz 2,5 g/L, NaCI 50 121°C 'da 15 dakika
g/L, Di-potasyum  otoklavda sterilize edilir.
hidrojen fosfat 2,5 g/L

Tryptic Soy Agar (TSA) Kazein pepton 15,0 g/L, 40,0 g besi yeri 1 litre

(Merck 22091) Soya pepton 5,0 g/L, distile suda ¢ozilir ve

NaCl 5,0 g/L Agar-agar
15,0 g/L.

121 °C 'da 15 dakika
otoklavda sterilize edilir.

45 °C’ ye kadar sogutulup

Patojen bakterilerin

petri kaplarina dokiiliir. geligtirilmesinde
Nutrient Broth (NB) Beef Ekstrakt 1 g/L, Yeast 20 g dehidre besiyeri 1 kullanildi.
(Oxoid CM0001) Ekstrakt 2 g/L, Peptone 5 litre su ile ¢oziiliir ve 121°
g/L, Sodyum Klorit5g/L  C’de 15 dakika
Nutrient Agar (NA) Pepton 5,0 g/L, otoklavlanarak steril
(Oxoid CM0003) Et ekstrakt1 3,0 g/L, edilir.
Agar-agar 12,0 g/L
Skim Milk 20 g Skim milk, 20 g Skim milk, 100 mL  Mikroorganizmalarin
(Merck 70166) 100 mL distile su distile suda ¢oziildikten stoklarinin -20 ve -80
sonra, 118 °C’de 10 °C’de muhafaza
dakika otoklavlanir. edilmesinde kullanildi.
Brain Heart Infusion Broth (Beyin ekstrakti, kalp 37,0 g dehidre besiyeri 1 Patojen
(BHI) (Merck 1.10493) ekstraktt ve peptonlar) litre distile suda ¢ozilir bakterilerin

27,5 g/L, D(+) Glucose
2,0 g/L, NaCl 5,0 g/L,
NapHPO, 2,5 g/L

ve 121C’ de 15 dakika

otoklavlanir.

gelistirilmesinde
kullanildi.

(Tablo 8’ in devami)
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Tablo 9. Calismada kullanilan ¢ozeltiler.

Cozeltiler

icerik

Hazirlanisi

Kullanim amaci

% 0,1° lik Peptonlu

Su Cozeltisi

0,1 g Pepton
100 mL distile su

0,1 g Pepton 100 mL distile suda
¢Ozdirilir. 121 °C° de 15 dakika

otoklavladi.

Seyreltme ¢ozeltisi olarak, LAB
izolasyonunda kullanildu.

% 0,9’ luk
Fizyolojik Tuzlu Su
Cozeltisi (FTS)

0,9 g NaCl
100 mL distile su

0,9 g NaCl 100 mL distile su

igerisinde ¢ozdiirildi.

Gram boyamada bakterilerin

fiksasyonunda kullanildi.

Steril Serum
Fizyolojik (SF)

8.5 g NaCl,
1000 mL distile su

Homojen olacak sekilde karistirilir
ve 121°C’de 15 dakika otoklavda
steril edildi.

Biyofilm yapilarin

yikanmasinda kullanild.

Siklohegzimit 50 mg/mL 40 mL, 0,5 g/L stok ¢ozeltiden Selektif 6n zenginlestirme
Cozeltisi Siklohegzimit alinarak 360 mL’ lik MRS Agar ortaminda maya-kiif inhibitorii
(Sigma-Aldrich) besiyerine ilave edidi. olarak kullanildi.

% 3’ liikk Hidrojen 3 mL H,0, 100 mL distile su 3 mL Katalaz testi i¢in kullanildi.
Peroksit (H,0,) 100 mL distile su H,0, e eklenerek hazirlanda.

Cozeltisi

(Bactident Catalase,

Merck 1.11351)
1M Sodyum 4 g NaOH 100 mL distile suda ¢ozdiiriilerek HS’lerin pH’larmin ayarlanmast
Hidroksit Cozeltisi hazirlandi. i¢in kullanildi.
1 M Hidroklorik Yogunlugu 1, 19 Distile su ile 100 mL’ ye HS’lerin pH’larmin ayarlanmasi
Asit Cozeltisi olan % 38’ lik tamamlandi. i¢in kullanildu.

derigik HCI” den

8,062 mL
Kristal Viyole Kristal viyole 1g, Kristal viyole ve fenol kristali Gram boyamada ve biyofilm
Cozeltisi Asit-Fenik kristali porselen havanda ezilip tizerine yapilarin boyanmasinda

(fenol kristali) 2 g,
etil alkol (% 96) 10
mL, distile su (100
mL)

yavasca etil alkol eklenerek

hazirlandi.

kullanildi.

Lugol ¢ozeltisi

Iyot 1g, potasyum
iyodiir (KI) 2g,
distile su 300 mL

Iyot ile KI havanda iyice ezilip
lizerine yavas yavag distile su ilave

edilip hazirlandi.

Gram boyamada kullanildi.

Safranin Cozeltisi

Safranin 0,5 g, etil
alkol 10 mL, distile
su 100 mL

Etil alkol i¢inde ¢ozdiirtildiikten
sonra, distile su ile karigtirilarak

hazirlandi.

Gram boyamada kullanildi.

5X TBE Tamponu

Tris-baz (Sigma):
54 g/L, Borik asit
(Riedel-de Haén)
2754lL,
EDTA.2H,0;
(Sigma) 3,72 g/L.

Tampon igerigindeki maddeler
tartildiktan sonra, distile su ile
hacim 1 litreye tamamlandi, pH
8.13-8.30’a ayarlandi.

(PZR) (5 kat seyreltilerek)
Agaroz jelin hazirlanmasinda ve
elektroforezde tampon ¢ozelti
olarak kullanild.
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% 1,5 luk Agaroz 1 g/ 1,5 g agaroz iizerine 100 mL Genomik DNA’larin ve PZR
Agaroz Jel 1X TBE tamponu eklenir ve triinlerinin elektroforezde
(Sigma-Aldrich mikrodalga firinda 1sitilarak goriintiilenmesi i¢in kullanildi.
A9539) homojen hale getirildi.

Sogutulduktan sonra 5 uL

SafeView™ Classic (Applied

Biological Materials, Inc.)

eklenerek elektroforez tankina

dokiildii.
Agaroz Jel Agaroz Agaroz, ¢aligilacak miktarda 5X Elektroforezde kullanildi.

TBE Tamponu eklenerek

hazirlandi.
6X Yikleme % 0,015 Bromfenol 0,015 g Bromfenol Mavisi ve 0,015  Elektroforezde, PZR iiriinlerinin
Tamponu Mavisi, % 0,015 g Xylene Cyanol FF tartilarak agaroz jele yiiklenmesinde

Xylene Cyanol FF,
% 30 Gliserol.

tizerine 30 mL Gliserol eklendi.
Steril distile su ile 100 mL’ ye
tamamlandi.

kullanildi.

SafeView™ C(lassic
(Applied Biological
Materials, Inc.)

Agaroz jelde 6rneklerin

goriintiilenmesi igin kullanildi.

3.1.4. Test Kitleri ve Cihazlar

(Tablo 9’un devami)

Calismada kullanilan test kitleri ve cihazlar Tablo 10 ve Tablo 11’ de verildi.

Tablo 10. Calismada kullanilan test kitleri.

Test kiti

Marka

Kullanim amaci

Oksidaz test stribi

Bactident Oxidase, Merck 1.13300

Oksidaz testi

E-Test MIK test stripleri:
Klindamisin(L10-92072) (0.016-256 mg/L)
Tetrasiklin (LI0O-92114) (0.016-256 mg/L)
Gentamisin (L10-92010) (0.064-1024 mg/L)
Streptomisin (L10-92111) (0.064-1024 mg/L)
Vankomisin (610247) (0.016-256 mg/L)

Liofilchem, Italya

LAB izolatlarinin
antibiyotik direncliliklerinin
fenotipik olarak

belirlenmesinde kullanildi.

InstaGene Matrix DNA izolasyon Kiti

Bio-rad

DNA izolasyonu

Markir

Fermentas Gene Ruler 100 bp DNA

Ladder Plus, SM0321

LAB DNA fragmentlerinin
karsilagtirilmasinda

kullanildi.

0.22 pum g¢apindaki mikrofiltre

Millipore, Millex-GP Syringe filter

SLGPO33RS

Hiicresiz siipernatantlarin

hazirlanmasinda kullanildi.
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Tablo 11. Calismada kullanilan cihazlar.

Cihaz Marka-Model Kullanim amaci

Anaerobik kavanoz Oxoid Anaero Jar LAB izolatlarinin oksijensiz ortamda inkiibasyonu
i¢in kullanild1.

6 mm ¢apl steril agar delici ISOLAB (05112001) Antimikrobiyal aktivite deneylerinde agar
besiyerinde kuyular agmak i¢in kullanildi.

Etliv Memmert Mikroorganizmalarin inkiibasyonu i¢in kullanildi.

Hiicre densitometre cihazi Biosan Mikroorganizma yogunlugunu belirlemede kullanildi.

(McFarland birimi)

Santrifiij cihazi

Mikro 200R (Hettich)

Orneklerin santrifiijii igin kullanild.

Termal dongiileme cihazi

bioer Life Express TC-
96/G/H(b) Thermal Cycle

PZR  islemi termal dongiileme cihazinda

gergeklestirildi.

Elektroforez cihaz1

Elektroforez tanki: Biorad
Giic  kaynagr:  Thermo

Fisher Scientific EC250-90

Elektroforez iglemi igin kullanildi.

Goriintiileme cihazi Vilber Lourmat Infinitly Gorintiilleme islemi i¢in kullanildi.
VX2 1100
Isik mikroskobu Olympus CX21FS1, Japan LAB identifikasyonunda kullanildi.
Saflastirilmis PZR tirlinii Nano (MAESTROGEN) PZR iiriinlerinin saflastirma isleminden sonra DNA

Ol¢lim cihazi

miktarlarinin 6l¢lilmesi amaciyla kullanildi.

Spektrofotometre cihazi

Thermo Multiscan Spectro

Biyofilm yapilarin ODses nm dalga boyunda

Olglilmesi i¢in kullanildi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

LAB suslarinin izolasyonu igin, ¢alisma orneklerinin homojenizasyonu % 0.1’ lik steril
peptonlu su ¢dzeltisi kullanilarak yapildi. Izolatlarm diliisyonlar: 1/10 olacak sekilde ardisik
olarak, % 0.1’lik steril peptonlu su iceren tiiplerde hazirland1 ve diliisyonlarindan 0.1 mL
alinarak, 50 mg/L siklohegzimit iceren MRS ve M17 agara yayma ekimleri yapildi. Ardindan
37 °C’de anaerob kosullarda 48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda farkli
morfolojide kolonilerden secilip MRS ve M17 agara ekimleri yapildi ve 37°C’de anaerob
kosullarda 48 saat inkiibasyona birakildi. Tek diisen kolonilerden saf kiiltiir elde etmek
amaciyla ekimler tekrarlandi (Halkman, 2005; Azadnia ve Khan, 2009).

3.2.1.1. Morfolojik ve biyokimyasal ézelliklerinin belirlenmesi

Izolatlarin saf kiiltiirleri elde edildikten sonra: Gram boyama, katalaz ve oksidaz

testleri yapildi.

3.2.1.1.1. Gram boyama

LAB izolatlarinin saf kiiltiirlerinden alinan koloniler, lamin tizerine fizyolojik tuzlu su
damlatildiktan sonra yayilarak fikse edilip, 1 dakika kristal viyole ile muamele edildi.
Ardindan boya akitilip distile su ile yikandi. Preparat lugol ¢ozeltisinde 1 dakika bekletilerek,
distile su ile yikanip, alkol (% 95) ile 15 saniye muamele edildi. Son olarak safranin boyasi ile
30 saniye boyanip, yikandiktan sonra kurutulan preparatlar mikroskopta, 100x’ lik

immersiyon objektifinde incelenip, Gram pozitif olan izolatlar se¢ildi (Halkman, 2005).

3.2.1.1.2. Katalaz testi

LAB izolatlarina ait saf kiiltiirlerden alinan kolonilere, lam tizerinde % 3’lik H,O,
cozeltisi damlatildi ve gaz kabarciklariin olugsmamas: katalaz testi agisindan negatif olarak

degerlendirildi (LAB suslar1 katalaz negatif) (Halkman, 2005).
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3.2.1.1.3. Oksidaz testi

LAB izolatlarin saf kiiltiirlerinden alinan koloniler, oksidaz test strip tizerine inokule

edildi ve mor renk olusumunun goézlenmemesiyle izolatlarin oksidaz negatif olduklar

belirlendi (Halkman, 2005).

3.2.2. Bakterilerin Stoklanmasi

Calismada kullanilan Lactococcus izolatt % 20 gliserol iceren M17 sivi besiyerinde,
laktobasil izolatlar1 % 20 gliserol igeren MRS siv1 besiyerinde, diger bakteriler ise % 20
gliserol i¢eren Brain Hearth Infusion (BHI) s1v1 besiyerinde —20 °C’de saklandi.

3.2.3. Laktik Asit Bakterilerinden Genomik DNA izolasyonu

Caligma oncesi LAB izolatlarinin MRS agara ekimleri yapilip, anaerobik olarak 37
°C’de, 48 saat inkiibasyona birakildi. [zolatlarin kiiltiirlerinden birer koloni alinip, iginde 1
mL steril su bulunan eppendorf tiiplerinde stispansiyonlari hazirlandi. 12000 rpm’ de 1 dakika
santrifiij edilip, Siipernatantlar1 atilip pellete 200 uL InstaGene Matrix DNA (Bio-rad)
kitinden eklendi ve 56 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda,
ornekler 10 saniye vortekslenip (yiiksek devirde), 100 °C’de 8 dakika inkiibe edildi. Ornekler
tekrar 10 saniye vortekslenip, 12.000 rpm’de 3 dakika santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi elde
edilen iistteki berrak faz DNA kaynagi olarak kullanildi. DNA miktarlar o6lgiilerek,
A260/A280 orani 1.8 ile 2 arasinda olan DNA’lar kullanilabilir olarak kabul edildi. Izole
edilen DNA’lar -20 °C’de kullanilmak tizere muhafaza edildi.

3.2.4. Laktik Asit Bakterilerinin 16S rRNA PZR Yontemi ile Tespiti

Izolatlarin tiir diizeyinde identifikasyonlari konvansiyonel ydntemler ve 16S rRNA
amplikon dizi analizi ile gergeklestirildi. 1370 baz ¢iftlik 16S rRNA geni fragmenti, 16S 20
5-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG- 3' ve 16S 1390 5-GAC GGG CGG TGT GTA
CAA-3' tiniversal primerleri kullanilarak ¢ogaltildi (Edwards ve ark, 1989; Zheng ve ark,
1996). PZR karisimi Tablo 12’ deki hesaplamalar dogrultusunda hazirlandi.
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Tablo 12. 16S rRNA geninin amplifikasyonu i¢in hazirlanan PZR karigimi.

Reaktifler (Konsantrasyon) Hacim
PZR buffer (10X, +KCI, -MgCI2) 5uL
MgCI2 (25 mM ) 4L
dNTP(10 mM ) 1uL
Primer F (20 pMol) luL
Primer R (20 pMol) 1lul
Taq Polimeraz (5 U/uL) 0,4 pL
Steril distile su 36,1 uL
DNA (20 ng/pL) 1,5 uL
TOPLAM: 50 uL

PZR kosullari: 94°C’ de 5 dakikalik ©on denatiirasyon, 94°C’ de 30 saniye
denatiirasyon, 55°C’ de 30 saniye baglanma ve 72°C’ de 1 dakika 30 saniye uzamadan olusan
35 dongiiliik amplifikasyon ve 72°C’ de 15 dakikalik final uzamadan olusacak sekilde
ayarlanarak, 96 6rnek kapasiteli Boeco Thermal dongiileme cihazinda gergeklestirildi.

Genomik DNA o6rneklerinin elektroforezi i¢in, %1.5 agaroz igeren jeller kullanildi. 1.5
g agaroz, 100 mL 1X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) elektroforez tamponu igerisinde
mikrodalga firinda sitilarak ¢6ziilmiis, 45°C’ ye kadar sogutulmus ve %5 pL SafeView™
Classic (Applied Biological Materials, Inc.) ilave edilerek, yatay elektroforez plakasina
dokiildii. Elektroforez plakasina jel taragi yerlestirildikten sonra, 30 dakika polimerizasyonu
icin bekletilerek, jel taraklari ¢ikartilip, jelin {izerini kapatacak bigimde 1X TBE tampon
¢ozeltisinden ilave edildi.

Baz biiytikligi tespiti i¢in, 100 bg’lik marker (Fermentas GeneRuler TM) kullanildi.
PZR iriinlerinden 5 pL aliarak, tizerine 2 pL 6X yiikleme boya ¢ozeltisi ilave edilip
kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez, 80 voltta yaklasik bir saat siireyle yiiriitiildi. Elektroforez
isleminin ardindan elde edilen jel, bilgisayara bagli durumdaki transilluminatdr cihazindaki
odaciga yerlestirildi. UV 15181 altinda fotograflandiktan sonra bant biyiiklikleri
degerlendirildi.

PZR islemi sonrasinda elde edilen 16S rRNA amplikonlari Macrogen (Hollanda)
firmasina gonderilerek DNA dizi analizi gergeklestirildi. Sekans analizlerinde ABI Primse
cihazi kullanild1 ve dizileme iki yonde, PZR i¢in kullanilan primerler yardimiyla yapildi. 16S
rRNA dizileri NCBI (National Center for Biotechnological Information) Nucleotide Blast
programi kullanilarak, Gen Bankasi (www.ncbi.nlm.nih.gov) ile karsilastirildi ve her izolat

icin gen bankasindaki homolojileri belirlendi.
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3.2.5. Laktik Asit Bakterilerinin Antibiyotik Duyarhhiklarimin Fenotipik Olarak
Belirlenmesi

Izole edilen LAB suslarmm vankomisin, gentamisin, klindamisin, streptomisin ve
tetrasiklin antibiyotiklerine olan duyarliliklari gradiyent difiizyon (E-Test) testi ile belirlendi.
izolatlar MRS agar’da canlandirildiktan sonra bakteri kiltiirleri 0.5 McFarland (1.5 x10°
CFU/mL) bulanikligina esit olacak sekilde ayarlanarak MRS agara yayma ekimleri yapildi
(Leite ve ark, 2015) (Resim 1). Test edilecek antibiyotiklere ait stripler MRS agar yiizeyine
yerlestirildi ve 37 °C’de 48 saat anaerobik olarak inkiibe edildi (Blandino ve ark, 2008).
Inkiibasyon sonunda her bir izolat icin MIK (Minimum inhibisyon Konsantrasyonu) degerleri
belirlenip, EFSA 2012 (Avrupa Birligi Gida Giivenligi Danisma Kurulu) dokiimaninda yer

alan ol¢iim araliklarina gore degerlendirildi (Tablo 13).

Resim 1. Gradiyent difiizyon (E-Test) testi yapilis asamalari.

A. LAB izolatlarinin 0.5 McFarland bulanikhigina esit olacak sekilde hazirlanmasi B. MRS agara

yayma ekimlerin yapilmas1 ve antibiyotiklere ait striplerin yerlestirilmesi
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Tablo 13. Antibiyotik MiK Sinir Degerleri (mg/L).

Vankomisin  Gentamisin  Klindamisin  Tetrasiklin ~ Streptomisin

Lactobacillus zorunlu 2° 16 1 4 16
homofermantatif 2

Lactobacillus acidophilus 2 16 1 4 16
grup

Lactobacillus zorunlu * 16 1 8 64
heterofermantatif ©

Lactobacillus reuteri * 8 1 16 64
Lactobacillus fakiltatif * 16 1 8 64
heterofermantatif

Lactobacillus * 16 2 32 *
plantarum/pentosus

Lactobacillus rhamnosus * 16 1 8 32
Lactobacillus casei * 32 1 4 64
/paracasei

Pediococcus * 16 1 8 64
Leuconostoc * 16 d! 8 64
Lactococcus lactis 4 32 1 4 32

* Dogal direngli suslar ® L. delbrueckii, L. helveticus bu gruba dahildir. ® L. salivarius i¢in analiz gerekli
degildir. ©L. fermentum bu gruba dahildir.

3.2.6. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

LAB izolatlarina ait aktif kiiltiirlerin agar spot yontemiyle; hiicresiz siipernatantlarin
agar kuyu difiizyon yontemiyle antimikrobiyal aktiviteleri degerlendirildi (Simova ve ark,
2009; Shokryazdan ve ark, 2014; Jasim ve ark, 2017).

3.2.6.1. Laktik asit izolatlarina ait aktif kiiltiirlerinin degerlendirilmesi

Calismada kullanilacak LAB izolatlarinin ekimleri MRS agara yapildi ve 37 °C’ de
anaerob kosullarda 48 saat inkiibasyona birakildi. izolatlardan, 10® CFU/mL yogunluga
karsilik gelen McFarland degerlerine gore (0.5 McFarland bulaniklik standardi) tiipler
hazirlandi. Izolatlara ait tiiplerden 2 pL alinarak, MRS agar petrilerine nokta seklinde ekim
yapildi. Bakteri icermeyen MRS siv1 besiyeri kontrol olarak kullanildi. Petriler 30 dakika oda
isisinda kurumaya birakildiktan sonra, 37 °C’ de 48 saat anaerobik kavanozda inkiibasyona
birakildi. Ayn1 zamanda patojen bakteri suslarinin TS (Triptik Soy) agara ekimleri yapildi ve

aerobik olarak 37 °C’ de 24 saat inkiibe edildi. Gelisen patojen bakterilerin, serum fizyolojik
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iceren tiiplerde 108 CFU/mL yogunluga karsilik gelen McFarland degerlerine gore (0.5
McFarland bulaniklik standardi) siispansiyonlar1 hazirlandi. Siispanselerden 100 pL alinarak,
10 mL TS s1v1 besiyeri-soft agar (% 0.7) iceren tiiplere aktarild1 ve gelisen LAB izolatlarina
ait petrilere dokiildii. Oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra, aerobik olarak 37 °C’de
24 saat inkiibe edildi (Resim 2). 24 saat sonrasinda goézlenen inhibisyon zon caplari

degerlendirildi (Leite ve ark, 2015). Calisma Sekil 5” de 6zetlendi.

Resim 2. LAB agar spot testlerinin yapulist.
A. LAB aktif kiiltiirlerinin hazirlanisi B. LAB aktif kiiltiirlerinin MRS agar petrilerine nokta seklinde

ekimlerinin yapilmasi

~ O —
O MRSager
O
LAB aktif kiiltiirleri K
108 CFU/ml (2 L ) ég
2z
£

inhlblsyon zon ¢aplar
(mm)

Sekil 5. LAB aktif kiiltiir deney 6zeti.
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Calisma iic kez tekrar edildi ve her tekrar ii¢ kontrollii yapildi (n=9). Inkiibasyon
sonrasinda, LAB aktif kiiltlirlerine ait inhibisyon zonlar1 agagidaki kriterler dogrultusunda
degerlendirildi (Leite ve ark, 2015).

Inhibisyon zon belirlenmemis: - (Negatif inhibisyon etki)
Inhibisyon zon <1 mm ya da belirgin degil: + (Zay1f/ diisiik inhibisyon etki)
1 mm <inhibisyon zon < 2 mm: + (Pozitif inhibisyon etki)

2 mm < Inhibisyon zon < 5 mm: ++ (Kuvvetli pozitif/gii¢lii inhibisyon etki)
3.2.6.2. Laktik asit izolatlarina ait hiicresiz siipernatantlarinin degerlendirilmesi

LAB izolatlar1t MRS sivi besiyerinde, (%1, v/v) 37 °C’ de 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda izolatlar: 4 °C’de 4000 xg de 20 dakika santrifiij
edildi ve siipernatantlar1 ayr1 bir tiipe aktarildi. Aktarilan bu siipernatantlar, 0,22 um ¢apindaki
mikrofiltreden (Millipore, Millex-GP Syringe filter SLGPO033RS) gegirildi ve hiicresiz
stipernatantlar (HS) elde edildi. Her izolata ait HS nin pH degerleri olgiildii ve 24, 48 ve 72
saat inkiibasyon sonunda elde edilen HS’ler; sirasiyla HS-24, HS-48 ve HS-72 olarak
adlandirildi. Calismada kullanilacak patojen bakteri suslarin ekimleri, deneyden bir gece dnce
TS agara yapildi. Kiiltiirlerden alinan koloniler, serum fizyolojik igerisinde siispanse edilip,
10® CFU/mL yogunluga karsilik gelen McFarland degerlerine gore (0.5 McFarland bulaniklik
standardi) McFarland cihazinda 6lgiildi. Patojenlere ait slispansiyonlardan, 20 mL Nutrient
agar iceren petrilere yayma ekimler yapildi. Oda 1sisinda 30 dakika kurumaya birakildiktan
sonra, plaklara 6 mm gapli steril agar delici ile kuyucuklar agildi ve her laktik asit izolatina ait
HS-24, HS-48, HS-72 hiicresiz siipernatantlarindan, 100 pL alinarak kuyulara koyuldu.
Bakteri igermeyen MRS siv1 besiyeri kontrol olarak kullanildi. Petriler, aerobik olarak 37
°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi (Resim 3) (Martinez ve ark, 2013; Shokryazdan ve ark,
2014). Calisma Sekil 6° de 6zetlendi.
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Resim 3. Agar kuyu difiizyon testlerinin yapilis1.

A. Hiicresiz siipernatant (HS) ve patojenlerin hazirlanmasi B. Nutrient agar petrilerine steril agar delici

ile 6 mm c¢apli kuyucuklarm ag¢ilmasi C. HS’ lerin kuyucuklara eklenmesi D. Petrilerin aerobik olarak

37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmasi

Patojen bakteri
(10% CFU/ml) yayma
ekim yapilir.

LAB Hiicresiz ‘§ Negatif konrol
siipernatantlar: £ = (MRS broth)
(100 pL) SE

= s

SR

[

X

inhibisyon zon c¢aplar: (imm)

Sekil 6. LAB hiicresiz siipernatant deney 6zeti.
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Calisma ¢ kez tekrar edildi ve her tekrar ii¢ kontrollii yapildi (n=9). Hiicresiz
slipernatantlara ait inhibisyon zonlar1 asagidaki kriterler dogrultusunda degerlendirildi
(Shokryazdan ve ark, 2014).

Inhibisyon zon belirlenmemis: - (Negatif)
Inhibisyon zon <10 mm ya da belirgin degil: + (Diisiik inhibisyon etki)
10 mm < Inhibisyon zon < 20 mm: + (Orta inhibisyon etki)
20 mm < Inhibisyon zon: ++ (Giiglii inhibisyon etki)

Agar kuyu diflizyon testinde, 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonunda elde edilen
hiicresiz stipernatantlardan (HS-24, HS-48 ve HS-72), en giiglii inhibisyon etkiye sahip
olanlar1 belirlendi. Inhibisyon etkiye sahip HS’lerin pH’lari, organik asitlerden
kaynaklanabilecek antimikrobiyal etkiyi elimine etmek i¢in, 1 N NaOH veya 1 N HCI
kullanilarak 6.7’ye ayarlandi ve nétr hiicresiz slipernatant (N-HS-72) olarak adlandirildi. Agar
kuyu difiizyon yontemi ayni sekilde uygulanarak degerlendirme, nétr olmayan ve notr olan

hiicresiz siipernatantlar karsilastirilarak yapildi.

3.2.7. Standart Patojen Bakterilerin Biyofilm Olusturma Potansiyellerinin Belirlenmesi

Patojenlerin 24, 48 ve 72 saat inkiilbasyon sonucunda biyofilm olusturma
potansiyelleri kantitatif mikrodiliisyon plak yontemi ile belirlendi (Oztiirk ve ark, 2017; Ersoy
ve ark, 2019). Calisma oOncesinde patojen bakteri suslarmin TS agara ekimleri yapildi ve
aerobik olarak 37°C’ de 24 saat inkiibe edildi. Gelisen kolonilerinden, her bir sus igin
hazirlanan 5 mL’ lik TS siv1 besiyerlerine ekim yapilarak, ayni kosullarda tekrar inkiibe
edildi. Patojen suslara ait, gecelik kiiltiirden (1/40 seyreltme), %0,25 glikoz igeren TS sivi
besiyerine ekim yapildi. Vortekslenerek, steril U tabanli 96 kuyucuklu polistren plaklara
(Nunc, Danimarka) her bir kuyucukta 200 pL bakteri siispansiyonu olacak sekilde inokiile
edildi. Negatif kontrol olarak 200 uL bakteri icermeyen, %0,25 glikozlu TS sivi besiyeri
kullanildi. Plaklar aerobik olarak, 37°C’de 24, 48 ve 72 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasi, kuyucuklardaki besiyeri dokiilerek, planktonik hiicreleri uzaklastirmak
amaciyla 200 pL/kuyu steril serum fizyolojik (SF) ile ii¢ defa yikandi. Ardindan plaklar 30
dakika oda sicakliginda kurumaya birakildi. Plaklara, % 1’lik kristal viyole ¢ozeltisinden, 200
uL/kuyu eklenerek 15 dakika boyamaya birakildi ve ardindan boya uzaklastirilip ti¢c kez 200
uL/kuyu SF ile yikandi. Tekrardan plaklar 30 dakika oda sicakliginda kurumaya birakildi ve
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kuyucuklara etanol-aseton (%80 etanol-%20 aseton) karisimindan 200 pL/kuyu eklenerek,
mikroplak okuyucuda (Thermo Multiscan Spectro) ODsgs nm dalga boyunda olgiimleri
yapild.

Calisma ti¢ kez tekrar edildi ve her tekrar ti¢ kontrollii yapildi (n=9). Patojenlerin 24, 48
ve 72 saat inkiibasyon sonundaki biyofilm olusturma potansiyellerinin degerlendirilmesi,

asagidaki kriterler dogrultusunda yapildi (Tablo 14).

ODc = Negatif kontroliin OD ortalamas1 + (3 X Negatif kontroliin SS degeri)

Tablo 14. Patojenlerin biyofilm olusturma potansiyellerinin degerlendirilmesi (Stepanovic ve

ark, 2000).

ODsg5 NM Degerlendirme Skorlama
OD MB < 0ODc (Biyofilm olusturmayan) 0

ODc <OD MB <£2 X ODc (Zayrf) +

2X ODc<ODMB<4XO0ODc (Ortaderece) ++

4 X ODc < OD MB (Giigli) +++

*QOD: Optik Dansite,
ODc: Optik Dansite kesim degeri (cut-off value)
OD MB: Mikroorganizma Biyofilm Optik Dansite,
SS: Standart Sapma

3.2.8. Laktik Asit Izolatlarina Ait Hiicresiz Siipernatantlarinin Antibiyofilm Etkilerinin

Belirlenmesi

Gudina ve ark (2010), Bulgasem ve ark (2017) ve Zamani ve ark (2017)’

calismalarinda uygulanan metodlar bu ¢alisma i¢in modifiye edilerek uygulandi.
3.2.8.1. Patojenlerin hazirlanmasi
Patojenlerin 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonucunda biyofilm olusturma

potansiyelleri kantitatif mikrodiliisyon plak yontemi ile belirlendi. Patojenlerin biyofilm

olusturmalart i¢in inkiibasyon siiresi 48 saat olarak ayarlandi.
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3.2.8.2. Hiicresiz siipernatantlarin hazirlanmasi

LAB izolatlar1 MRS sivi besiyerinde, 37 °C’de 24, 48 ve 72 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda izolatlar: 4 °C’de 4000 xg’ de 10 dakika santrifiij edilerek, 0,22
um por ¢aplh filtrelerden gecirildi ve hiicresiz siipernatantlar elde edildi. Her izolata ait
hiicresiz slipernatantin pH degerleri 6l¢iildii ve 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonunda elde

edilen hiicresiz siipernatantlar; sirasiyla HS-24, HS-48 ve HS-72 olarak adlandirildi.
3.2.8.3. Hiicresiz siipernatantlarinin patojenden once inkiibasyonu

Steril U tabanli 96 kuyucuklu polistren plaklarin her bir kuyucuguna, yukarida
belirtildigi gibi hazirlanan hiicresiz siipernatantlardan, 200 pL/kuyu eklendi ve aerobik olarak
37 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakildi. Negatif kontrol olarak bakteri igermeyen MRS sivi
besiyeri kullanildi. Ayn1 zamanda test patojenlerin, TS siv1 besiyerlerine ekimleri yapildi ve
aerobik olarak 37 °C’ de 24 saat inkiibe edildi. Patojen suslara ait, gecelik kiiltiirden (1/40
seyreltme), % 0,25 glikoz igeren TS sivi besiyerine ekim yapildi. Plaklarda yer alan hiicresiz
slipernatantlar uzaklastirilip, hazirlanan glikozlu TS siv1 besiyerindeki patojenlerden; her bir
kuyucukta 200 pL bakteri siispansiyonu olacak sekilde kuyucuklara inokiile edildi. Negatif
kontrol olarak 200 plL/kuyu bakteri igermeyen, %0,25 glikozlu TS sivi besiyeri; pozitif
kontrol olarak glikozlu TS sivi besiyeri igeren patojenler kullanildi. Ardindan plaklar, aerobik
olarak 37 °C’de 48 saat inkiibasyona birakildu.

Inkiibasyon sonras1 kuyucuklardaki besiyeri dokiilerek, planktonik hiicreleri
uzaklastirmak amaciyla 200 pL/kuyu steril SF ile ii¢ defa plaklar yikanip, 30 dakika oda
sicakliginda kurumaya birakildi. Ardindan kuyucuklara % 1’ lik kristal viyole ¢6zeltisinden
200 pL/kuyu eklenerek plaklar, 15 dakika boyamaya birakildi ve ti¢ kez 200 puL/kuyu SF ile
yikanarak boya uzaklastirildi. Plaklar 30 dakika oda sicakliginda kurumaya birakildiktan
sonra, etanol-aseton (%80 etanol-%20 aseton) karigimindan 200 pL/kuyu eklenerek,
mikroplak okuyucuda (Thermo Multiscan Spectro) OD 595 nm dalga boyunda OSlgiimleri

yapildi (Resim 4). Calisma ti¢ kez tekrar edildi ve her tekrar {i¢ kontrollii yapildi (n=9).
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Resim 4. LAB hiicresiz siipernatantlarinin patojenden once inkiibasyonuna iligkin deney
Ozeti.

A. Hiicresiz siipernatantlarin hazirlanmasi, plaklara ekilmesi ve inkiibasyonu B. Patojen bakterilerin
hazirlanmasi, hiicresiz siipernatantlarin plaklardan uzaklastirildiktan sonra, patojenlerin eklenmesi ve
inkiibasyonu C. Patojen bakteri ve hiicresiz siipernatant igeriklerin uzaklastirilip, plaklarin yikanmasi
D. Plaklara kristal viyole ¢ozeltisinin eklenmesi E. Plaklarin yikanmasi ve kurutulmasi F. Plaklara
etanol-aseton (% 80 etanol- % 20 aseton) karisimi eklenmesi G. Biyofilm yapilarin
spektrofotometrede Olgiilmesi ve sonuglarin degerlendirilmesi *Resimler S. aureus ATCC 35556

susuna ait ¢alismada yapilan uygulamalardan 6rneklendirilmistir.
3.2.8.4. Hiicresiz siipernatantlarinin patojen ile beraber inkiibasyonu

Daha oOnce hazirlanan patojen bakteri suslari (100 pL/kuyu) ve laktik asit
bakterilerinin hiicresiz siipernatantlar1 (100 pL/kuyu) ayni anda steril U tabanli 96 kuyucuklu
polistren plaklarin her bir kuyucuguna eklendi. Negatif kontrol olarak 200 uL/kuyu bakteri
igcermeyen, %0,25 glikozlu TS siv1 besiyeri ve 200 pL/kuyu MRS s1v1 besiyeri; pozitif kontrol
olarak da, hiicresiz siipernatant ile uygulama yapilmayan kuyular kullanildi ve plaklar 37 °C’
de 24 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi kuyucuklardaki besiyeri dokiiliip,
planktonik hiicreleri uzaklastirmak amaciyla, plaklar 200 pL/kuyu steril SF ile ii¢ defa
yikand1 ve 30 dakika oda sicakliginda kurumaya birakildi. Plaklara % 1’lik Kristal viyole
¢ozeltisinden, 200 uL/kuyu eklenerek, 15 dakika boyamaya birakildi. Ardindan plaklar, ti¢
kez 200 pL/kuyu SF ile yikanip, boya uzaklastirildi ve 30 dakika oda sicakliginda kurumaya
birakildi. Plaklara etanol-aseton (% 80 etanol-%20 aseton) karistmindan 200 uL/kuyu
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eklenerek, mikroplak okuyucuda (Thermo Multiscan Spectro) ODsgs nm dalga boyunda
Olgtimleri yapildi (Resim 5). Calisma ii¢ kez tekrar edildi ve her tekrar ii¢ kontrollii yapildi
(n=9).

Resim 5. LAB hiicresiz siipernatantlarinin patojen ile beraber inkiibasyonuna iligkin deney

Ozetl.

A. Hiicresiz siipernatantlarin hazirlanmasi B. Patojen bakterilerin hazirlanmasi1 C. Patojen bakteri ve
hiicresiz siipernatantlarin plaklara ekilmesi ve inkiibasyonu D. Patojen ve hiicresiz siipernatant
iceriklerin uzaklastirilip, plaklarn yikanmasi E. Plaklara kristal viyole ¢ozeltisinin eklenmesi F.
Plaklarin yikanmasi ve kurutulmasi G. Plaklara etanol-aseton (% 80 etanol- % 20) karisimi eklenmesi
H. Biyofilm yapilarin spektrofotometrede Olgiilmesi ve sonuglarin degerlendirilmesi *Resimler P.

aeruginosa ATCC 15692 susuna ait ¢aligmada yapilan uygulamalardan 6rneklendirilmistir.
3.2.8.5. Hiicresiz siipernatantlarinin patojenden sonra inkiibasyonu

Daha 6nce uygulanan spektrofotometrik mikroplak yontemi bu agamada da kullanildi.
Patojen suslara ait gecelik kiiltiirden (1/40 seyreltme) % 0,25 glikoz igeren TS siv1 besiyerine
ekim yapildi. Vortekslenerek, steril U tabanli 96 kuyucuklu polistren plaklarda, her bir
kuyucukta 200 pL bakteri siispansiyonu olacak sekilde inokiile edildi. Negatif kontrol olarak
200 uL/kuyu bakteri igermeyen, % 0,25 glikozlu TS siv1 besiyeri kullanildi ve plaklar aerobik
olarak, 37 °C’ de 48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonras1 kuyucuklardaki besiyeri
dokiiliip, planktonik hiicreleri uzaklastirmak amaciyla plaklar 200 uL/kuyu SF ile ii¢ defa
yikandi. Ardindan plaklara 200 pL/Kuyu hiicresiz siipernatantlardan (HS-24, HS-48, HS-72)
ilave edildi. Negatif kontrol olarak, uygulama kuyucuklarina hiicresiz supernatant igermeyen

MRS sivi besiyerinden 200 pL/kuyu eklendi. Plaklar, aerobik olarak 37 °C’ de 24 saat
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inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda plaklara daha 6nce anlatilan basamaklarda
uygulanan kristal viyole metodu uygulandi (Resim 6). Plaklarin, mikroplak okuyucuda
(Thermo Multiscan Spectro) ODsgs nm dalga boyunda olgiimleri yapildi. Calisma ii¢ kez
tekrar edildi ve her tekrar ti¢ kontrollii yapildi (n=9).

Resim 6. LAB hiicresiz siipernatantlarinin patojen sonra inkiibasyonuna iliskin deney 6zeti.

A. Patojen bakterilerin hazirlanmasi, plaklara ekilmesi ve inkiibasyonu B. Hiicresiz siipernatantlarin
hazirlanmasi, patojenlerin plaklardan uzaklastirildiktan sonra, eklenmesi ve inkiibasyonu C. Patojen
bakteri ve hiicresiz siipernatant iceriklerin uzaklastirilip, plaklarin yikanmasi D. Plaklara kristal viyole
¢ozeltisinin eklenmesi E. Plaklarin yikanmasi ve kurutulmasi F. Plaklara etanol-aseton (%80 etanol-
%20) karisgimi1 eklenmesi G. Biyofilm yapilarin spektrofotometrede oOlgiilmesi ve sonuglarin
degerlendirilmesi *Resimler P. aeruginosa ATCC 15692 susuna ait c¢alismada yapilan

uygulamalardan 6rneklendirilmistir.

3.2.8.6. inhibisyon etkilerin belirlenmesi

Yapilan farkli ti¢ biyofilm ¢aligmasinda kullanilan hiicresiz siipernatantlardan (HS-24,
HS-48 ve HS-72) inhibisyon etkiye sahip olanlarin pH’lar1 ndtrleme igslemi sonrasinda (N-HS)
spektrofotometrik mikroplak yontemi ile tekrar ¢alisilip, ndtr olmayan ve nétr olan hiicresiz
siipernatantlar karsilastirilarak degerlendirmeler yapildi.

Bu tez ¢alismasinda yapilan deneylerin 6zeti Sekil 7° de verildi.
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Sekil 7. Calismada yapilan deneylerin 6zeti.

3.2.9. Istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi amaciyla SPSS (Statistical Package for Social
Sciences) versiyon 21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) paket programi kullanildi. Patojen
bakteri ve LAB izolatlarina ait hiicresiz siipernatant (HS-24, HS-48 ve HS-72) gruplarina gére
sonuglarin karsilastirilabilmesi icin, Iki Yénlii Varyans Analizi (Two Way ANOVA) ile Post-
hoc Tukey testi uygulandi. Analizlerine gore elde edilen sonuglardan P<0,05 olan degerler

onemli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyon, PZR ve Sekans Bulgulari

Bu ¢alismada, Aydin Merkez’de yer alan marketlerden ve halk pazarlarindan alinan 12
markaya ait 12 adet fermente siit tiriiniinden laktik asit bakterisi izole edildi. Gram (+), beyaz
koloni olusturan ve kok seklinde bir izolatin Lactococcus, seffaf koloni olusturan, ¢ok kiiclik
yuvarlak koklar ve oval seklinde olan iki izolatin Leuconostoc, grimsi veya beyazimsi renkte,
piiriizsiiz, yuvarlak koloni olusturan, tetrad seklinde olan bir izolatin Pediococcus, kiigiik,
yuvarlak, beyaz koloni olusturan, tek veya zincir seklinde, kisa veya uzun ¢gomak goriiniimli
olan sekiz izolatin laktobasil oldugu tespit edildi. Katalaz ve oksidaz testlerinin negatif (-)

sonug verdigi dogrulandi (Resim 7).

Resim 7. Laktik asit izolatlarinin koloni morfolojileri.

(i-1) Pediococcus parvulus, (i-2) Lactobacillus paracasei, (i-10) Leuconostoc
mesenteroides, (I-13) Lactobacillus coryniformis beyaz peynirden, (i-3) Lactobacillus reuteri
koyun peynirinden, (i-4) Lactobacillus rhamnosus, (I-15) Lactobacillus alimentarius lor
peynirinden, (I-5) Lactobacillus delbrueckii ¢okelekten, (i-7) Lactobacillus paracasei, (I-16)
Lactobacillus reuteri yogurttan, (i-9) Leuconostoc mesenteroides kefirden ve (I-11)
Lactococcus lactis tulum peynirinden izole edildi (Tablo 15).
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Tablo 15. izolatlara iliskin izolasyon bulgular.

izolat No Materyal

i-1 Beyaz peynir
i-2 Beyaz peynir
i-3 Koyun peyniri
i-4 Lor peyniri
i-5 Cokelek

i-7 Yogurt

i-9 Kefir

i-10 Beyaz peynir
i-11 Tulum peyniri
i-13 Beyaz peynir
i-15 Lor peyniri
i-16 Yogurt

PZR analizleri sonucunda elde edilen jelde izolatlara ait bantlar goriildii ve pozitif

olarak degerlendirildi (Resim 8).

7§ 9 1010 12 13 4 X

P -~ — .-

Resim 8 . PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii.

1. P. parvulus 2. L. paracasei 3. L. paracasei 4. L. mesenteroides 5. L. mesenteroides 6. L.
coryniformis 7. L. reuteri 8. L. reuteri 9. L. rhamnosus 10. L. alimentarius 11. L. delbrueckii 12. L.
lactis 13. Pozitif Kontrol (P. aeruginosa ATCC 15692) 14. Negatif Kontrol (DNA’s1z master miks)
M:100 bp’lik DNA ladder (Fermentas)

Izolatlara ait sekans sonuglar;, Gen Bank (www.ncbi.nlm.nih.gov) adresinde yer alan
Nucleotide-nucleotide BLAST (blastn) programi kullamlarak Kkarsilastirildi. Izolatlarin

Pediococcus parvulus (%8.3, 1/12), Lactobacillus paracasei (%16.7, 2/12), Leuconostoc
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mesenteroides (%16.7, 2/12), Lactobacillus coryniformis (%8.3, 1/12), Lactobacillus reuteri
(%16.7, 2/12), Lactobacillus rhamnosus (%8.3, 1/12), Lactobacillus alimentarius (%8.3,
1/12), Lactobacillus delbrueckii (%8.3, 1/12) ve Lactococcus lactis (%8.3, 1/12) tiirleri
oldugu belirlendi. izolatlara iliskin homolojiler yiizde olarak Tablo 16’da verildi.

Tablo 16. LAB izolatlarinin 16S rRNA analiz sonuglart.

izolatlar 16S rRNA Analiz Sonucu (%) NCBI Erisim
Benzerlik Numaralari
i-1 P. parvulus sus 2.6 %93.42 GU116592.1
i-2 L. paracasei sus RV-M192 %97.31 MK966341.1
i-3 L. reuteri sus J33 %97.78 MK922076.1
i-4 L. rhamnosus sus SRMPB19 %98.77 MK951691.1
i-5 L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus ND04 %97.08 CP016393.1
i-7 L. paracasei sus ZFM54 %99.10 CP032637.1
i-9 L. mesenteroides sus Le8 %99.26 MG825699.1
i-10 L. mesenteroides subsp. mesenteroides sus 9099.20 MF357192.1
CAU4374
i-11 L. lactis sus IL6288 %91.45 CP033606.1
i-13 L. coryniformis sus MXJ 32 %98.44 KF985961.1
i-15 L. alimentarius sus HBUAS52461 %99.75 MK835747.1
i-16 L. reuteri sus SKB1241 %98.43 MK564724.1

4.2. Antibiyotik Duyarhlik Testlerine liskin Bulgular

Izole edilen LAB suslarinim antibiyotik direncini belirlemek iizere gradiyent difiizyon
(E-test) testleri tercih edildi. Gradiyent difiizyon testi ile belirlenen izolatlarm MIK degerleri,
EFSA 2012 dokiimaninda yer alan 6lgiim araliklarina gore degerlendirildi. Yalnizca L.
alimentarius sus HBUAS52461, L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus ND04 ve L. lactis sus
IL6288 izolatlarinin vankomisin antibiyotigine olan duyarliligi degerlendirildi ve hepsinin
duyarli oldugu tespit edildi. EFSA 2012 dokiimaninda yer alan kritere gore, vankomisine
dogal direngli diger laktik asit izolatlarin vankomisin agisindan degerlendirilmeleri gerekli
bulunmadi ve tim izolatlarin gentamisin, klindamisin, streptomisin ve tetrasiklin
antibiyotiklerine duyarli oldugu belirlendi (Resim 9, Tablo 17).
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Resim 9. LAB’ 1n antibiyotik duyarlilik testlerinin yorumlanmasi.
A.Vankomisin (VA)’e dogal direng gdsteren izolatlarin kontrolii B. Izolatlarin Streptomisin (S)’e olan
duyarhiliklar1 C. izolatlarm Klindamisin (CD)’e olan duyarliliklar1 D. izolatlarmn Tetrasiklin (TE)’e

olan duyarhliklar1 E. izolatlarin Gentamisin (CN)’e olan duyarliliklari.
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Tablo 17. Antibiyotik duyarlilik testleri sonuglari.

izolat no  Analiz sonucu Vankomisin Gentamisin Klindamisin  Streptomisin  Tetrasiklin
i-1 P. parvulus sus 2.6 *Degerlendirilmedi Duyarl Duyarli Duyarli Duyarli
i-2 L. paracasei sus RV-M192 *Degerlendirilmedi Duyarl Duyarh Duyarl Duyarh
i-3 L. reuteri sug J33 *Degerlendirilmedi Duyarl Duyarli Duyarli Duyarli
i-4 L. rhamnosus sus SRMPB19 *Degerlendirilmedi Duyarl Duyarli Duyarli Duyarli
i-5 L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus ND04 Duyarli Duyarl Duyarh Duyarl Duyarh
i-7 L. paracasei sus ZFM54 *Degerlendirilmedi Duyarl Duyarli Duyarli Duyarli
i-9 L. mesenteroides sus Le8 *Degerlendirilmedi Duyarl Duyarli Duyarli Duyarli
i-10 L. mesenteroides subsp. mesenteroides sus *Degerlendirilmedi Duyarl Duyarh Duyarl Duyarh
CAU4374
I-11 L. lactis sug 1L6288 Duyarlt Duyarl Duyarlt Duyarl Duyarlt
I-13 L. coryniformis sus MXJ 32 *Degerlendirilmedi Duyarl Duyarlt Duyarl Duyarlt
I-15 L. alimentarius sus HBUAS52461 Duyarlt Duyarl Duyarli Duyarl Duyarlt
1-16 L. reuteri sus SKB1241 *Degerlendirilmedi Duyarli Duyarl Duyarli Duyarl

* EFSA 2012 dékiimanina gore, vankomisine dogal direngli olan suslarin vankomisin duyarlilik testlerinin yapilmasina gerek goriilmemektedir.

EFSA (Avrupa Birligi Gida Giivenligi Danisma Kurulu) 2012 dékiimaninda yer alan 6lgiim araliklarina goére degerlendirildi.
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4.3. Antimikrobiyal Aktivite Bulgulari

4.3.1. Aktif Kiiltiir

Laktik asit bakterilerine ait aktif kiiltiirlerin test patojenleri iizerideki antimikrobiyal
aktivitesi degerlendirildiginde; toplam 12 laktik asit izolatinin 6 tanesinin (%50, 6/12)
yalnizca P. aeruginosa suslarina karsi, 4 tanesinin (%33.3, 4/12) tiim indikator bakterilere
kars1 inhibisyon etkileri oldugu, 2 tanesinin (%16.7, 2/12) ise etkisiz oldugu tespit edildi.

(I-1) P. parvulus sus 2.6 aktif kiiltiirlerinin; tiim Pseudomonas suslarma kars1 kuvvetli
pozitif inhibisyon etki (++), S. aureus 29213 susu hari¢ (zayif etki/ +) diger Staphylococcus
suglarina kars1 pozitif inhibisyon etki (+) gosterdigi belirlendi.

(i-2) L. paracasei sus RV-M192 ve (I-7) L. paracasei sus ZFM54 aktif kiiltiirlerinin;
tim Pseudomonas suslarmma ve S. aureus ATCC 35556 susuna karsi kuvvetli pozitif
inhibisyon etki (++), S. aureus ATCC 33591, S. aureus ATCC 6538 suslarina pozitif
inhibisyon etki (+), S. aureus ATCC 25923 ve S. aureus ATCC 29213 suslarina zayif (£)
inhibisyon etki gosterdigi belirlendi.

(I-3) L. reuteri sus J33 (kuvvetli pozitif/ ++), (I-4) L. rhamnosus sus SRMPB19
(kuvvetli pozitif/ ++) ve (I-5) L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus ND04, (i-9) L.
mesenteroides sus Le8, (i-10) L. mesenteroides subsp. mesenteroides sus CAU4374 ve (I-11)
L. lactis sus 1L6288 aktif kiiltiirlerinin yalnizca Pseudomonas suslar1 {izerinde inhibisyon etki
gosterdigi belirlendi.

(I-13) L. coryniformis sus MXJ 32 aktif kiiltiirlerinin; tiim Pseudomonas suslar1 ve S.
aureus ATCC 33591 igin pozitif etki (+) (P. aeruginosa ATCC 15692 igin kuvvetli pozitif
etki/ ++), S. aureus ATCC 35556 susu igin kuvvetli pozitif etki (++) ve diger Staphylococcus
suslari i¢in zayif (£) inhibisyon etki gosterdigi belirlendi.

(I-15) L. alimentarius sus HBUAS52461 ve (I-16) L. reuteri sus SKB1241 aktif
kiiltiirlerinin indikator bakteriler iizerinde inhibisyon etki gostermedigi belirlendi.

Ozetle ¢alismada, yalnizca (I-1) P. parvulus sus 2.6, (I-2) L. paracasei sus RV-M192,
(I-7) L. paracasei sus ZFM54 ve (I-13) L. coryniformis sus MXJ 32 aktif kiiltiirlerinin tiim
indikatdr bakteriler iizerinde inhibisyon etki gosterdigi, (I-3) L. reuteri sus J33, (i-4) L.
rhamnosus sus SRMPB19, (i-5) L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus NDO04, (i-9) L.
mesenteroides sus Le8, (I-10) L. mesenteroides subsp. mesenteroides sus CAU4374 ve (I-11)
L. lactis sus 1L6288 aktif kiiltiirlerinin yalmizca P. aeruginosa iizerinde inhibisyon etki
gosterdigi, (I-15) L. alimentarius sus HBUAS52461 ve (i-16) L. reuteri sus SKB1241 aktif
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kiiltiirlerinin ise indikator bakteriler iizerinde inhibisyon etki gostermedigi belirlendi (Resim

10). Degerlendirme sonuglar1 Tablo 18” de verildi.

Resim 10. LAB aktif kiiltlirlerinin patojenlere kars1 gosterdigi antimikrobiyal aktiviteler.
A. Gelisen LAB aktif kiiltirii B. Kontrol (MRS sivi besiyeri) C. Patojenin hazirlanmasi D. Aktif

kiiltiiriin patojene kars1 gdsterdigi inhibisyon zon ¢ap1 E. Inhibisyon etkinin gdzlenmemesi.

50



Tablo 18. LAB aktif kiiltiirlerinin antimikrobiyal aktivitelerinin degerlendirilmesi.

Laktik Asit Bakteri izolatlar:

(i-1) P. parvulus sus 2.6

(i-2) L. paracasei sus RV-M192

(i-3) L. reuteri sus J33

(i-4) L. rnamnosus sus SRMPB19

(i-5) L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus ND04
(i-7) L. paracasei sus ZFM54

(i-9) L. mesenteroides sus Le8

(i-10) L. mesenteroides subsp. mesenteroides sus
C;AU4374

(i-11) L. lactis sus 1L6288

(i-13) L. coryniformis sus MXJ 32

(i-15) L. alimentarius sus HBUAS52461

(i-16) L. reuteri sus SKB1241

* [nhibisyon zon belirlenmemis: - (Negatif inhibisyon etki), inhibisyon zon <1 mm ya da belirgin degil: + (Zay:f/ diisiik inhibisyon etki),
1 mm <inhibisyon zon < 2 mm: + (Pozitif inhibisyon etki), 2 mm <Inhibisyon zon < 5 mm: ++ (Kuvvetli pozitif/giiclii inhibisyon etki) (Leite ve ark, 2015).
(AO £ SS) mm AO: Aritmetik Ortalama, SS: Standart Sapma.
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4.3.2. Hiicresiz Siipernatant (HS)

Bu c¢alismada, 12 adet LAB izolatina ait hiicresiz siipernatantin antimikrobiyal
aktiviteleri agar kuyu difiizyon testleri ile belirlendi ve 2 hiicresiz siipernatantin (%16.7, 2/12)
(I-5-HS ve 1-10-HS) yalnizca Pseudomonas suslarina, 4 hiicresiz siipernatantin (%33.3, 4/12)
(I-1-HS, 1-2-HS, 1-7-HS ve 1-13-HS) tiim patojen bakteri suslarina karsi inhibisyon etki
gosterdigi degerlendirildi. Toplam 12 izolata ait hiicresiz siipernatantlardan (HS-72): 9
tanesinin (%75, 9/12) (i-1-HS, 1-2-HS, I-3-HS, i-4-HS, 1-5-HS, i-7-HS, 1-10-HS, I-11-HS ve
[-13-HS) P. aeruginosa 9027, 2 tanesinin (%16.7 2/12) (i-9-HS ve 1-16-HS) S. aureus ATCC
35556 ve 1 tanesinin (%8.3, 1/12) (I-15-HS) her iki patojen bakteri suslarina kars1 en yiiksek
inhibisyon etki gosterdigi belirlendi.

(I-1-HS) P. parvulus sus 2.6’ e ait hiicresiz siipernatantlarin patojen bakteri suslari
tizerindeki zon c¢aplart degerlendirildiginde: HS-24’{in en yiiksek inhibisyon zonunun
P. aeruginosa ATCC 9027 susuna (21,11+£0,33 mm/ gii¢lii etki/++); en diisiik inhibisyon
zonun ise, S. aureus ATCC 29213 susuna (10,22+0,44 mm/ orta etki/+) karsi oldugu tespit
edildi. HS-48’ in en yiiksek inhibisyon zonunun: P. aeruginosa ATCC 9027 susuna
(20,67+0,5 mm/ gii¢lii etki/++), en diisiik inhibisyon zonun ise S. aureus ATCC 29213 susuna
(10 mm/ orta/+) karsi oldugu belirlendi. HS-72’nin en yiiksek inhibisyon zonunun P.
aeruginosa ATCC 9027 susuna (30 mm/ giiglii etki/++); en diisiik inhibisyon zonun ise S.
aureus ATCC 29213 susuna (10 mm/ orta etki/+) kars1 oldugu tespit edildi.

(I-2-HS) L. paracasei sus RV-M192’e ait hiicresiz siipernatantlarin patojen bakteri
suslar1 lizerindeki zon caplar1 degerlendirildiginde: HS-24’iin en yiiksek inhibisyon zonunun
P. aeruginosa ATCC 9027 susuna (21,22+0,44mm/ giiglii etki/++), en diisiik inhibisyon
zonun ise S. aureus ATCC 29213 susuna (10 mm/ orta etki/+) kars1 oldugu belirlendi. HS-48’
in en yiiksek inhibisyon zonunun P. aeruginosa ATCC 9027 susuna (24,33+0,5 mm/ gii¢li
etki/++), en diisiik inhibisyon zonun ise S. aureus ATCC 29213 susuna (10 mm/ orta etki/+)
karst oldugu tespit edildi. HS-72’nin en yiiksek inhibisyon zonunun P. aeruginosa ATCC
9027 susuna (30,67+0,5 mm/ giiglii etki/++), en diisiik inhibisyon zonun ise S. aureus ATCC
29213 susuna (10 mm/ orta etki/+) karst oldugu belirlendi.

(I-3-HS) L. reuteri sus J33’ e ait hiicresiz siipernatantlarin patojen bakteri suslari
tizerindeki zon c¢aplart degerlendirildiginde: HS-24’ {in 20,67+0,5 mm (giiclii etki/++) zon
ortalamasiyla P. aeruginosa ATCC 15692 susuna en yiiksek inhibisyon etki gosterdigi, buna
karsilik S. aureus ATCC 29213, S. aureus ATCC 33591, S. aureus ATCC 6538 ve S. aureus
ATCC 25923 suslarna ise inhibe edici etki gostermedigi belirlendi. HS-48’ in 21,67+0,5 mm
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(gliglii etki/++) zon ortalamasiyla P. aeruginosa ATCC 9027 susuna en yiiksek inhibisyon
etki gosterdigi, S. aureus ATCC 29213, S. aureus ATCC 33591 ve S. aureus ATCC 25923
suslarina ise inhibe edici etki gostermedigi tespit edildi. HS-72’ nin 22mm (giiglii etki/++) zon
ortalamasiyla P. aeruginosa ATCC 9027 susuna en yiiksek inhibisyon etki gosterdigi, S.
aureus ATCC 29213, S. aureus ATCC 33591 ve S. aureus ATCC 25923 suslarina ise inhibe
edici etki gostermedigi belirlendi. S. aureus ATCC 6538 susuna kars1 inhibisyon etki HS-24
uygulamasinda gézlenmeyip, HS-48 ve HS-72 uygulamalar1 sonrasinda 10 mm (orta etki/+)
inhibisyon zonu kaydedildi.

(I-4-HS) L. rhamnosus sus SRMPB19’e ait hiicresiz siipernatantlarm patojen bakteri
suglar1 iizerindeki zon ¢aplar1 degerlendirildiginde: HS-24” iin 20,89+0,33 mm (giigli etki/++)
zon ortalamasiyla P. aeruginosa ATCC 27853 ve S. aureus ATCC 35556 suslarina en yiiksek
inhibisyon etki gosterdigi, buna karsilik 10 mm (orta etki/+) ile S. aureus ATCC 25923
susuna en diisiik etki gosterdigi belirlendi. HS-48 in 25 mm (gii¢lii etki/++) zon ortalamasiyla
P. aeruginosa ATCC 9027 susuna en yiiksek inhibisyon etki gosterdigi, buna karsilik 15 mm
(orta etki/+) ile S. aureus ATCC 33591 susuna en diisiik etki gosterdigi tespit edildi. HS-72°
nin 30,33+£0,5 mm (giiglii etki/++) zon ortalamasiyla P. aeruginosa ATCC 9027 susuna en
yiiksek inhibisyon etki gosterdigi, buna karsilik 10 mm (orta etki/+) ile S. aureus ATCC
25923 susuna en diisiik etki gosterdigi belirlendi.

(I-5-HS) L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus ND04’e ait hiicresiz siipernatantlarin
patojen bakteri suslart tizerindeki zon caplar1 degerlendirildiginde: HS-24’ iin 16 mm (orta
etki/+) zon ortalamasiyla P. aeruginosa ATCC 27853 ve P. aeruginosa ATCC 9027 suslarina
kars1 en yiiksek etki gosterdigi, HS-48 ve HS-72 uygulamalarinda da P. aeruginosa ATCC
9027 susu icin en yiiksek zon gap1 (sirasiyla; 19,33+0,5 mm orta etki/+ ve 20 mm/ giiclii
etki/++) kaydedildi. Ayrica her ii¢ uygulamanin S. aureus ATCC 35556, S. aureus ATCC
29213, S. aureus ATCC 33591, S. aureus ATCC 6538 ve S. aureus ATCC 25923 suslarina
inhibe edici etki gostermedigi tespit edildi.

(I-7-HS) L. paracasei sus ZFMS54’e ait hiicresiz siipernatantlarin patojen bakteri
suglar1 izerindeki zon ¢aplari degerlendirildiginde: HS-24’ {in 22,44+0,53 mm (giicli etki/++)
zon ortalamastyla S. aureus ATCC 35556 susuna karsi en yiiksek etki gosterdigi, 10 mm (orta
etki/+) zon ortalamasiyla S. aureus ATCC 29213 ve S. aureus ATCC 25923 suslara en
diisiik etki gosterdigi belirlendi. HS-48’ in en yiiksek inhibisyon etkisinin (25,11£0,33 mm/
giiclii etki/++) S. aureus ATCC 35556 susu iizerinde oldugu ve HS-72’nin 25,44+0,53 mm
(gliglii etki/++) zon ortalamasiyla P. aeruginosa ATCC 9027 susuna karst etki gosterdigi
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tespit edildi. S. aureus ATCC 29213 susuna ait inhibisyon zon ¢apimin degismedigi (10 mm/
orta etki/+) belirlendi.

(I-9-HS) L. mesenteroides sus Le8’ e ait hiicresiz siipernatantlarin patojen bakteri
suslar1 iizerindeki zon ¢aplar1 degerlendirildiginde: HS-24, HS-48, HS-72 uygulamalarinda en
yiiksek inhibisyon zon gap1 (sirastyla 22 mm, 24,67+0,5 mm ve 260,87 mm/ gii¢lii etki/++)
S. aureus ATCC 35556 susuna karst en yiiksek etki gosterdigi, S. aureus ATCC 29213, S.
aureus 6538 ve S. aureus 33591 suslarina karsi inhibe edici etki gostermedigi tespit edildi. S.
aureus ATCC 25923 susuna karst HS-24 ve HS-48 uygulamalarinda inhibisyon zon capi
gozlenmezken, HS-72’de inhibisyon zon ¢ap1 10 mm (orta etki/+) olarak kaydedildi.

(I-10-HS) L. mesenteroides subsp. mesenteroides sus CAU4374’¢ ait hiicresiz
slipernatantlarin patojen bakteri suslari tiizerindeki zon ¢aplar1 degerlendirildiginde:
P. aeruginosa ATCC 15692, P. aeruginosa ATCC 27853, P. aeruginosa ATCC 9027 suslari
icin inhibisyon zon ¢aplart HS-24 (sirasiyla 15 mm, 15 mm, 15 mm/ orta etki/+), HS-48
(swrasiyla 18 mm, 16,33+1,32 mm ve 18 mm/ orta etki/+) ve HS-72 (sirasiyla 18 mm, 15 mm,
18,33+£0,5 mm/ orta etki/+) uygulamalar1 i¢in kaydedildi. Her ti¢ uygulama sonucunda: S.
aureus ATCC 35556, S. aureus ATCC 29213, S. aureus ATCC 33591, S. aureus ATCC
6538, S. aureus ATCC 25923 suslarina iliskin inhibisyon zonu tespit edilmedi.

(I-11-HS) L. lactis sus 1L6288’e ait hiicresiz siipernatantlarin patojen bakteri suslari
tizerindeki zon ¢aplari degerlendirildiginde: P. aeruginosa ATCC 15692, P. aeruginosa
ATCC 27853, P. aeruginosa ATCC 9027 ve S. aureus ATCC 35556 suslari igin inhibisyon
zon ¢aplart HS-24 (timii i¢in 15 mm/ orta etki/+), HS-48 (sirasiyla 15 mm/ orta etki/+, 15
mm/orta etki/+, 18 mm/orta etki/+, 33+1,32 mm/giiglii etki/++ ve 18,331 mm/orta etki/+) ve
HS-72 (sirastyla 15,78+0,44 mm/orta etki/+, 15 mm/orta etki/+, 21 mm/gii¢li etki/++ ve 19
mm/orta etki/+) uygulamalari i¢in belirlendi. Her ii¢ uygulama sonucunda: S. aureus ATCC
29213, S. aureus ATCC 33591, S. aureus ATCC 6538 ve S. aureus 25923 suslarina iliskin
inhibisyon zonu tespit edilmedi.

(I-13-HS) L. coryniformis sus MXJ 32’ e ait hiicresiz siipernatantlarin patojen bakteri
suslart {izerindeki zon caplar1 degerlendirildiginde: HS-24 ve HS-48 i¢in en yiiksek
inhibisyon etki S. aureus ATCC 35556 (sirastyla 20,33+0,5 mm/giicli etki/++ ve 20,67+0,5
mm/giiglii etki/++) susuna, HS-72 i¢in ise P. aeruginosa ATCC 9027 (25 mm/giiglii etki/++)
susuna karst oldugu belirlendi. En diisiik inhibisyon etki ise, her li¢ uygulama igin S. aureus
ATCC 29213 ve S. aureus ATCC 25923 (10 mm/orta etki/+) suslarina kars1 tespit edildi.

(I-15-HS) L. alimentarius sus HBUAS52461” e ait hiicresiz siipernatantlarin patojen
bakteri suslar1 tizerindeki zon ¢aplar1 degerlendirildiginde: HS-24 ve HS-48 i¢in en yiiksek
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inhibisyon etki S. aureus ATCC 35556 (sirastyla 20,67+0,5 mm; 24,67+0,5 mm/ giigli
etki/++) susuna kars1 gozlendi. HS-72 igin ise; en yiiksek etki S. aureus ATCC 35556 (25
mm/giiglii etki/++) ve P. aeruginosa ATCC 9027 (25 mm/giiglii etki/++) suslarina karsi
belirlendi. En diisiik inhibisyon etki ise, her ii¢ uygulama igin S. aureus ATCC 29213 (10
mm/orta etki/+) susuna kars1 tespit edildi. HS-24 uygulamasi sonrasi S. aureus ATCC 25923
patojeni ilizerinde inhibisyon zonu gozlenmezken, HS-24 ve HS-72 uygulamalar1 sonrasinda
inhibisyon zonlar1 (sirasiyla 10 mm;14,78+0,44 mm/orta etki/+) kaydedildi.

(I-16-HS) L. reuteri sus SKB1241’ e ait hiicresiz siipernatantlarin patojen bakteri
suslar1 lizerindeki zon caplart degerlendirildiginde: HS-24, HS-48 ve HS-72 igin en yiiksek
inhibisyon etki S. aureus ATCC 35556 (sirastyla 23,67+0,5 mm; 24,67+0,5 mm; 25 mm/
gliclii etki/++) suslarina kars1 gézlendi. HS-24 ve HS-48 uygulamalarinda: S. aureus ATCC
29213 susuna karsi inhibisyon zonu gdzlenmezken, HS-72 uygulamasi sonrasinda inhibisyon
zonu 10 mm/orta etki olarak kaydedildi.

Agar kuyu diflizyon testinde: 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonunda elde edilen
hiicresiz siipernatantlara iliskin pH degerleri 6l¢tildii (Tablo 19). Agar kuyu difiizyon testi
sonucunda hiicresiz siipernatantlardan (HS-24, HS-48 ve HS-72) en yiiksek inhibisyon ¢aplari
belirlenenlerin pH’lari, 1 N NaOH veya 1 N HCI kullanilarak 6.7’ye ayarlandi ve ndtr

hiicresiz siipernatant (N-HS) olarak degerlendirildi.

Tablo 19. LAB hiicresiz siipernatantlarinin pH degerleri.

Izolatlar pH HS-24  pH HS-48 pH HS-72
I-1  P.parvulus sus 2.6 45 45 45
I-2 L. paracasei sus RV-M192 4 4 4
i-3 L. reuteri sus J33 45 45 45
i-4 L. rhamnosus sus SRMPB19 4 4 4
i-5 L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus 5 5 5
NDO4
i-7 L. paracasei sus ZFM54 4 4 4
I-9 L. mesenteroides sus Le8 45 45 45
I-10 L. mesenteroides subsp. mesenteroides 4,5 4,5 4,5
sus CAU4374
I-11 L. lactis sus IL6288 5 5 5
I-13 L. coryniformis sus MXJ 32 4 4 4
I-15 L. alimentarius sus HBUAS52461 4 4 4
I-16 L. reuteri sus SKB1241 45 45 45
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LAB izolatlarina ait hiicresiz  silipernatantlarin  antimikrobiyal aktivitesi
degerlendirildiginde; en yiiksek inhibisyon zon ¢aplarmin hemen hemen hepsinin HS-72
uygulamasiyla kaydedildigi belirlendi (Resim 11, Resim 12). Calismaya iliskin sonuglar
Tablo 20’ de verildi.

Resim 11. Agar kuyu difiizyon testi sonuglarmin degerlendirilmesi.

A. Inhibisyon etkinin gdzlenmemesi (Ornek, S. aureus ATCC 29213) B. Inhibisyon zon ¢ap1 belirgin
degil (Ornek, S. aureus ATCC 25923) C. Inhibisyon zon ¢ap1 belirgin (Ornek, P. aeruginosa ATCC
27853) D. inhibisyon zon ¢ap1 belirgin (Ornek, S. aureus ATCC 35556)
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Resim 12. LAB hiicresiz siipernatantlarinin patojen bakterilere kars1 gosterdigi inhibisyon zon

goriintiileri.

A. HS-24, B. HS-48, C. HS-72 (1. P. aeruginosa ATCC 15692, 2. P. aeruginosa ATCC 27853, 3. P.
aeruginosa ATCC 9027, 4. S. aureus ATCC 35556, 5. S. aureus ATCC 29213, 6. S. aureus ATCC
33591, 7. S. aureus ATCC 6538, 8. S. aureus ATCC 25923).
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Tablo 20. LAB hiicresiz siipernatantlarinin antimikrobiyal aktivitelerinin degerlendirilmesi.

Laktik Asit Bakteri izolatlar

(i-1-HS)

P. parvulus sus 2.6

(i-2-HS)

L. paracasei sus
RV-M192

(i-3-HS)

L. reuteri sus J33

(i-4-HS)

L. rhamnosus sus
SRMPB19

HS-24
HS-48
HS-72
N-HS-72
Kontrol
HS-24
HS-48
HS-72
N-HS-72
Kontrol
HS-24
HS-48
HS-72
N-HS-72
Kontrol
HS-24
HS-48
HS-72

N-HS-72

(ATCC
15692)
20 +0,00
++
20,6740,5
++
20,5620,53
++
0
0
20,11%0,33
++
20,3340,5
++
24,67+0,5
++
0
0
20,67+0,5
++
16+0,00
+
15,6740,5
+
0
0
19,78+0,44
+
20+0,00
++
21+0,00
++
0

P. aeruginosa

(ATCC
27853)
20,67+0,5
++
20+0,00
++
21+0,00
++

0

0
20+0,00
++
20+0,00
++
24+0,00
++

0

0
20+0,00
++
20+0,00
++
20+0,00
++

0

0
20,89+0,33
++
20,44+0,73
++
2540,00
++

0

Inhibisyon Zon Caplar1 (AO + SS) mm

(ATCC
9027)
21,11+0,33
++
20,67+0,5
++
30+0,00
++

0

0
21,22+0,44
++
24,334+0,5
++
30,67+0,5
++

0

0
20,2240,44
++
21,67+0,5
++

22 +0,00
++

0

0

20+0,00
++
25+0,00
++
30,33+0,5
++

0

(ATCC
35556)
15,33+0,5
+

20+0,00
++
24,67+0,5
++

0

0
20,33+0,5
++
20,33+0,5
++
25+0,00
++

0

0

20+0,00
++
20,67+0,5
++
21+0,00
++

0

0
20,89+0,33
++
20,67+0,5
++
25,67+0,5
++

0

(ATCC
29213)
10,22+0,44
+
100,00
+
100,00
+

0

0

10 +0,00
+

10 +0,00

10 £0,00

o O o

S. aureus

(ATCC
33591
15,56+0,53
+
17,67+0,5
+

20+0,00
++

0

0

1540,00

+
15,33+0,5
+
25,2040,44
++

o O o

0

0

20+0,00
++

15 +0,00
+
25,3340,5
++

0

(ATCC
6538)
170,00
+

190,00
+

200,00
++

0

0
16,11£0,33
+

180,00
+
20,33+0,5
++

o O o

1040,00
+
1040,00
+

0

0
1620,00
+
1620,00
+
18,33+0,5
+

0

(ATCC
25923)
15,56+0,53
+
15,3340,5
+

1620,00

+

0

0
12,11+0,33
+
15,3340,5
+
17,67+0,5
+

o o o

0
0
10 0,00
+
17+0,00
+
17+0,00
+
0
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(i-5-HS)

L. delbrueckii
subsp. bulgaricus
sus ND04

>i-7-HS)

L. paracasei sus
ZFM54

(1-9-HS)

L. mesenteroides sus
Le8

(i-10-HS)

L. mesenteroides
subsp.
mesenteroides sus
CAU4374
(i-11-HS)

L. lactis sus 16288

Kontrol
HS-24

HS-48

HS-72

N-HS-72

Kontrol
HS-24

HS-48
HS-72
N-HS-72
Kontrol
HS-24
HS-48
HS-72
N-HS-72
Kontrol
HS-24
HS-48
HS-72

N-HS-72
Kontrol
HS-24

HS-48

HS-72

N-HS-72

0

14,67+0,5
+
14,67+0,5
+
15,2240,44
+

0

0
20+0,00
++
2240,00
++
25+0,00
++

0

0
18,67+0,5
+
18,67+0,5
+
20+0,00
++

0

0
150,00
+
18+0,00
+
180,00
+

0

0
150,00
+
150,00
+
15,78+0,44
+

0

0

160,00
+
15,33+0,5
+
16,67+0,5
+

0

0
2040,00
++
21,11+0,33
++
24,33+0,5
++

0

0
160,00
+
180,00
+
20+0,00
++

0

0
150,00
+
16,33+1,32
+
150,00
+

0

0
150,00
+
150,00
+
15+0,00
+

0

0

160,00
+
19,33+0,5
+

20+0,00
++

0

0
2040,00
++
21,44+0,73
++
25,44+0,53
++

0

0

15+0,00
+

19,33+1

+
2040,00
++

0

0

150,00
+
180,00
+
18,3340,5
+

0

0

150,00
+
18,33+1,32
+

2140,00
++

0

0

0

0
22,4440,53
++
25,11+0,33
++
25,33+0,5
++

0

0

224+0,00
++
24,67+0,5
++
26+0,87
++

0

0

0
0
0

0
0
15+0,00
+
18,33+1
+
19+0,00
+
0

0

0

0
10+0,00
+
10+0,00
+
10+0,00
+

0
0
0

o

0

0

0

15+0,00
+

15+0,00
+
24,67+0,5
++

o o o

0

0

0

1540,00

+

1540,00

+
17,56+0,53
+

o o o

0

0

0

10+0,00

+

10+0,00

+
16,11+0,78
+

o o o

10+0,00

o O o
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(i-13-HS)

L. coryniformis sus
MXJ 32

(i-15-HS)

L. alimentarius sus
HBUAS52461

(i-16-HS)

L. reuteri sus
SKB1241

*[nhibisyon zon belirlenmemis: - (Negatif)

Inhibisyon zon < 10 mm ya da belirgin degil: + (Diisiik inhibisyon etki)

Kontrol
HS-24

HS-48
HS-72
N-HS-72
Kontrol
HS-24
HS-48
HS-72
N-HS-72
Kontrol
HS-24
HS-48
HS-72

N-HS-72
Kontrol

0
18,33+0,5
+

20+0,00
++
20+0,00
++

0

0
17,44+0,53
+
18,33+0,5
+

21+0,00
++

0

0
17,67+0,5
+

19+0,87
+

20+0,00
++

0

0

10 mm < Inhibisyon zon < 20 mm, + (Orta inhibisyon etki)

0
16,33+0,5
+

20+0,00
++
20+0,00
++

0

0

16+0,00
+

20+0,00
++
20+0,00
++

0

0
16,67+0,1
+

20+0,00
++
17,78+0,44
+

0

0

20 mm < Inhibisyon zon ++ (Giglii inhibisyon etki) (Shokryazdan ve ark, 2014).

AQO: Aritmetik Ortalama, SS: Standart Sapma

0
16,33+1
+
20+0,00
++
25+0,00
++

0

0
17,33+1
+
20+0,00
++
25+0,00
++

0

0
17+0,87
+
20+0,00
++
210,00
++

0

0

0
20,33+0,5
++
20,67+0,5
++
24+0,00
++

0

0
20,67+0,5
++
24,67+0,5
++
25+0,00
++

0

0
23,67+0,5
++
24,67+0,5
++
25+0,00
++

0

0

0
10+0,00
+
10+0,00
+
10+0,00
+
0
0
10+0,00
+
10+0,00

10+0,00

o O o

10+0,00
+
0
0

0
15,3340,5
+
16,33+0,5
+

1840,00
+

0

0
10,67+0,5
+

1040,00
+

17+0,00
+

0

0
15,3340,5
+

1620,00
+

1620,00
+

0

0

0

13+0,00
+
14,67+0,5
+

15+0,00
+

0

0
10,67+0,5
+
12,33+0,5
+
15,89+0,33
+

0

0

12+0,00
+
14,33+0,5
=+

16+0,00
+

0

0

0
10+0,00
+
10+0,00
+
10+0,00
+

o o o

10+0,00
+

14,78+0,44

10+0,00
+
0
0

(Tablo 20’ nin devamu)
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4.4. Patojen Bakterilerin Biyofilm Olusturma Potansiyelleri

Patojenlerin 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonucunda biyofilm olusturma
potansiyelleri kantitatif mikrodillisyon plak yontemi ile degerlendirildi ve S. aureus ATCC
33591 susunun orta dereceli, diger tiim patojenlerin giiglii biyofilm olusturduklart belirlendi
(Resim 13, Resim 14), (Tablo 21).

Resim 13. Patojen bakterilerin biyofilm olusturma potansiyelleri.

A. 24 saatlik inkiibasyon plagi B. 24 saat inkiibasyon sonrasi gelisen biyofilm yapilar (Kristal viyole
uygulamasi sonras1 plak goriintiisii) C. 72 saatlik inkiibasyon plagi D. 72 saat inkiibasyon sonrasi
gelisen biyofilm yapilar (Kristal viyole uygulamasi sonrasi plak goriintiisii) (1. P. aeruginosa ATCC
15692, 2. P. aeruginosa ATCC 27853, 3. P. aeruginosa ATCC 9027, 4. S. aureus ATCC 35556, 5.
S. aureus ATCC 29213, 6. S. aureus ATCC 33591, 7. S. aureus ATCC 6538, 8. S. aureus ATCC
25923).

Resim 14. Patojen bakterilerin biyofilm olusturma potansiyelleri (48 saatlik inkiibasyon
plaklary).

A. 48 saatlik inkiibasyon plagindaki biyofilm yapilarin gézlenmesi (gigli/+++) B. Kristal viyole
uygulamas1 sonras1 biyofilm yapilar C. 48 saatlik inkiibasyon plagindaki biyofilm yapilarin
gozlenmesi (orta/++) D. Kristal viyole uygulamasi sonrasi biyofilm yapilar *S. aureus ATCC 6538

susuna ait ¢aligmada yapilan uygulamalardan 6rneklendirilmistir.
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Tablo 21. Patojenlerin biyofilm olusturma potansiyellerinin degerlendirilmesi.

Patojenler 24 saat 48 saat 72 saat Negatif

inkiibasyon inkiibasyon inkiibasyon Kontrol
OD MB OD MB OD MB oD

P. aeruginosa +++ +++ +++ -

(ATCC 15692)

P. aeruginosa +++ +++ +++

(ATCC 27853)

P. aeruginosa +++ +++ +++

(ATCC 9027)

S. aureus +++ +++ +++

(ATCC 35556)

S. aureus +++ +++ +++

(ATCC 29213)

S. aureus ++ ++ ++

(ATCC 33591)

S. aureus +++ +++ +++

(ATCC 6538)

S. aureus +++ +++ +++

(ATCC 25923)

* OD: Optik Dansite, OD MB: Mikroorganizma Biyofilm Optik Dansite
0,64< OD MB < 1,28 (++) Orta biyofilm olusturan suslar
1,28< OD MB (+++) Giiglii biyofilm olusturan suglar (Stepanovic ve ark, 2000).

4.5. Hiicresiz Siipernatantlarim Antibiyofilm Etkilerinin Belirlenmesi

4.5.1. Patojenden Once Inkiibasyon

(I-1-HS) P. parvulus sus 2.6 ¢ ait hiicresiz siipernatantlarin, her ii¢ uygulama sonrasi
patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilastirildiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 igin en
yiiksek inhibisyon orani %49,9 ile HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC 27853 igin
%38,4 ile HS-24 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 igin %88,5 ile HS-72
uygulamasinda ve S. aureus ATCC 6538 i¢in %92,1 HS-48 uygulamasinda kaydedilerek,
veriler istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iliskin veriler biyofilm
kesme degerine gore klinik olarak yorumlandiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 ve P.
aeruginosa ATCC 27853 patojenlerin biyofilm olusturma kapasiteleri giiglii/+++, S. aureus
ATCC 35556 ve S. aureus ATCC 6538 igin ise zayif/+ oldugu (HS-72 igin orta/++) tespit
edildi.

(I-2-HS) L. paracasei sus RV-M192’¢ ait hiicresiz siipernatantlarin, her ii¢ uygulama

sonrasi patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilastirildiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in
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en yiiksek inhibisyon orani %49,9 ile HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC 27853 igin
%79 ile HS-72 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 i¢in %89,5 ile HS-48 uygulamasinda
ve S. aureus ATCC 6538 igin %91,5 ile HS-48 uygulamasinda kaydedilerek, veriler
istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iliskin veriler biyofilm kesme
degerine gore klinik olarak yorumlandiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 ve P. aeruginosa
ATCC 27853 patojenlerin biyofilm olusturma kapasiteleri giiclii/+++ (P. aeruginosa ATCC
27853 igin HS-72 orta/++), S. aureus ATCC 35556 (HS-24 i¢in orta/++) ve S. aureus ATCC
6538 i¢in ise zayif/+ oldugu (HS-72 orta/++) tespit edildi.

(I-3-HS) L. reuteri sus J33’e ait hiicresiz siipernatantlarin, her ii¢ uygulama sonrasi
patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilastirildiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 igin en
yiiksek inhibisyon orani %49.,9 ile HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC 27853 igin
%78,6 ile HS-72 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 icin %82,2 ile HS-24
uygulamasinda ve S. aureus ATCC 6538 i¢in %88,6 ile HS-48 uygulamasinda kaydedilerek,
veriler istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iligskin veriler biyofilm
kesme degerine gore klinik olarak yorumlandiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 ve P.
aeruginosa ATCC 27853 patojenlerin biyofilm olusturma kapasiteleri gii¢li/+++ (P.
aeruginosa ATCC 27853 i¢in HS-72 orta/++), S. aureus ATCC 35556 (HS-72 igin
gliclii/+++) ve S. aureus ATCC 6538 igin ise orta/++ oldugu (HS-72 giiglii/+++) tespit edildi.

(I-4-HS) L. rhamnosus sus SRMPB19’e ait hiicresiz siipernatantlarin, her {i¢ uygulama
sonrasi patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilastirildiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in
en yiiksek inhibisyon orani %66,6 ile HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC 27853 igin
%73,1 ile HS-72 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 i¢in %88 ile HS-72 uygulamasinda
ve S. aureus ATCC 6538 icin %86,1 ile HS-24 uygulamasinda kaydedilerek, veriler
istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iliskin veriler biyofilm kesme
degerine gore klinik olarak yorumlandiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 ve P. aeruginosa
ATCC 27853 patojenlerin biyofilm olusturma kapasiteleri giiglii/+++, S. aureus ATCC 35556
HS-24 ve HS-72 igin zayif/+, HS-48 igin orta/++ ve S. aureus ATCC 6538 igin ise orta/++
oldugu (HS-72 giiglii/+++) belirlendi.

(I-5-HS) L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus ND04’ e ait hiicresiz siipernatantlarin,
her {i¢ uygulama sonrasi patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilagtirildiginda: P. aeruginosa
ATCC 15692 i¢in en yiiksek inhibisyon oran1 %73 ile HS-24 uygulamasinda, P. aeruginosa
ATCC 27853 igin %82,3 ile HS-72 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 i¢in %86 ile HS-
72 uygulamasinda ve S. aureus ATCC 6538 icin %90,1 ile HS-48 uygulamasinda

kaydedilerek, veriler istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iliskin veriler
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biyofilm kesme degerine gore klinik olarak yorumlandiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 ve
P. aeruginosa ATCC 27853 (HS-72 igin orta/++) patojenlerin biyofilm olusturma kapasiteleri
gliclii/+++, S. aureus ATCC 35556 igin zayif/+ ve S. aureus ATCC 6538 igin ise orta/++,
zay1f/+, gligli/+++ (sirasiyla HS-24, HS-48, HS-72) tespit edildi.

(I-7-HS) L. paracasei sus ZFM54’e ait hiicresiz siipernatantlarin, her {i¢ uygulama
sonrasi patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilagtirildiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 igin
en yiiksek inhibisyon orani %85,5 ile HS-24 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in
%81 ile HS-72 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 i¢in %87,7 ile HS-72 uygulamasinda
ve S. aureus ATCC 6538 icin %93 ile HS-72 uygulamasinda kaydedilerek, veriler istatistiksel
acidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iliskin veriler biyofilm kesme degerine gore
Klinik olarak yorumlandiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 (HS-24 igin orta/++) ve P.
aeruginosa ATCC 27853 (HS-72 igin orta/++) patojenlerin biyofilm olusturma kapasiteleri
giicli/+++, S. aureus ATCC 35556 ve S. aureus ATCC 6538 icin ise zayif/+ oldugu
belirlendi.

(I-9-HS) L. mesenteroides sus Le8’e ait hiicresiz siipernatantlarin, her ii¢ uygulama
sonrasi patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilastirildiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 igin
en yiiksek inhibisyon orani %49,9 ile HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC 27853 igin
%47,1 ile HS-48 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 igin %89,7 ile HS-72
uygulamasinda ve S. aureus ATCC 6538 igin %89,8 ile HS-24 uygulamasinda kaydedilerek,
veriler istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iligkin veriler biyofilm
kesme degerine gore klinik olarak yorumlandiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 ve P.
aeruginosa ATCC 27853 patojenlerin biyofilm olusturma kapasiteleri gliglii/+++, S. aureus
ATCC 35556 igin zayif/+ (HS-48 i¢in orta/++) ve S. aureus ATCC 6538 igin ise orta/++
(HS-24 i¢in zay1f/+) oldugu belirlendi.

(I-10-HS) L. mesenteroides subsp. mesenteroides sus CAU4374’¢ ait hiicresiz
slipernatantlarin, her (¢ uygulama sonrast patojenlerin  pozitif kontrolleri ile
karsilagtirildiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in en yiiksek inhibisyon orani %66,9 ile
HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in %76,5 ile HS-48 uygulamasinda, S.
aureus ATCC 35556 i¢in %89,2 ile HS-72 uygulamasinda ve S. aureus ATCC 6538 igin
%92,6 ile HS-48 uygulamasinda kaydedilerek, veriler istatistiksel agidan anlamli bulundu
(p<0,05). Uygulamaya iliskin veriler biyofilm kesme degerine gore klinik olarak
yorumlandiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 ve P. aeruginosa ATCC 27853 patojenlerin
biyofilm olusturma kapasiteleri giiclii/+++, S. aureus ATCC 35556 i¢in zayif/+ ve S. aureus
ATCC 6538 i¢in ise orta/++ (HS-48 igin zayif/+) oldugu belirlendi.
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(I-11-HS) L. lactis sus 1L6288 ¢ ait hiicresiz siipernatantlarin, her ii¢ uygulama sonrasi
patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilastirildiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 igin en
yiiksek inhibisyon orani %49,9 ile HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC 27853 igin
%37,7 ile HS-72 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 igin %89,5 ile HS-72
uygulamasinda ve S. aureus ATCC 6538 i¢in %86 ile HS-48 uygulamasinda kaydedilerek,
veriler istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iliskin veriler biyofilm
kesme degerine gore klinik olarak yorumlandiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 ve P.
aeruginosa ATCC 27853 patojenlerin biyofilm olusturma kapasiteleri gliglii/+++, S. aureus
ATCC 35556 i¢in giiglii/+++ (HS-72 igin zayif/+) ve S. aureus ATCC 6538 i¢in ise orta/++
(HS-24 igin giiglii/+++) oldugu belirlendi.

(I-13-HS) L. coryniformis sus MXJ 32’ e ait hiicresiz siipernatantlarin, her ii¢
uygulama sonrasi patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilastirildiginda: P. aeruginosa ATCC
15692 igin en yiiksek inhibisyon orani %66,6 ile HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC
27853 igin %71,6 ile HS-72 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 icin %90,7 ile HS-72
uygulamasinda ve S. aureus ATCC 6538 igin %93,3 ile HS-48 uygulamasinda kaydedilerek,
veriler istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iliskin veriler biyofilm
kesme degerine gore klinik olarak yorumlandiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 ve P.
aeruginosa ATCC 27853 patojenlerin biyofilm olusturma kapasiteleri giiclii/ +++, S. aureus
ATCC 35556 ve S. aureus ATCC 6538 igin ise zay1f/+ oldugu belirlendi.

(I-15-HS) L. alimentarius sus HBUAS52461¢e ait hiicresiz siipernatantlarin, her iic
uygulama sonrasi patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilastirildiginda: P. aeruginosa ATCC
15692 igin en yiiksek inhibisyon orani %35,3 ile HS-24 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC
27853 i¢in %76,8 ile HS-72 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 icin %87,9 ile HS-24
uygulamasinda ve S. aureus ATCC 6538 i¢in %92,1 ile HS-48 uygulamasinda kaydedilerek,
veriler istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iliskin veriler biyofilm
kesme degerine gore klinik olarak yorumlandiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 ve P.
aeruginosa ATCC 27853 patojenlerin biyofilm olusturma kapasiteleri gliglii/+++, S. aureus
ATCC 35556 i¢in zayif/+ (HS-48 i¢in orta/++) ve S. aureus ATCC 6538 icin ise zayif/+ (HS-
72 igin orta/++) oldugu belirlendi.

(I-16-HS) L. reuteri sus SKB1241’¢ ait hiicresiz siipernatantlarin, her ii¢ uygulama
sonrasi patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilastirildiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 igin
en yiiksek inhibisyon orani %49,9 ile HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC 27853 igin
%58,6 ile HS-72 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 i¢in %87 ile HS-48 uygulamasinda
ve S. aureus ATCC 6538 igin %89,1 ile HS-48 uygulamasinda kaydedilerek, veriler
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istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iliskin veriler biyofilm kesme
degerine gore klinik olarak yorumlandiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 ve P. aeruginosa
ATCC 27853 patojenlerin biyofilm olusturma kapasiteleri gii¢li/+++, S. aureus ATCC 35556
icin zay1f/+ (HS-72 igin orta/++) ve S. aureus ATCC 6538 i¢in ise orta/++ oldugu belirlendi.
LAB hiicresiz siipernatantlarinin patojenler lizerindeki % inhibisyon oranlarina iliskin

verilere Sekil 8’ de, biyofilm yapilara da Resim 15 ve 16’ da yer verildi.

Resim 15. LAB hiicresiz siipernatantlarinin patojenden Once inkiibasyonu sonrasi plak
goruntiis.

*S. aureus ATCC 6538 susuna ait ¢calismada yapilan uygulamalardan 6rneklendirilmistir.

lighe 2

}
D |

Resim 16. Kristal viyole uygulamasi sonrasi biyofilm yapilar.
A. P. aeruginosa ATCC 15692 B. P. aeruginosa ATCC 27853 C. S. aureus ATCC 35556 D. S.
aureus ATCC 6538
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Sekil 8. LAB hiicresiz siipernatantlarinin patojenler tizerindeki % inhibisyon oranlari.i-1
Pediococcus parvulus sus 2.6, I-2 Lactobacillus paracasei sus RV-M192, i-3 Lactobacillus reuteri sus
J33, -4 Lactobacillus rhamnosus sus SRMPB19, -5 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus sus
NDO04, i-7 Lactobacillus paracasei sus ZFMS54, 1-9 Leuconostoc mesenteroides sus Le8, i-10
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides sus CAU4374, 1-11 Lactococcus lactis sus 1L6288,
I-13 Lactobacillus coryniformis sus MXJ 32, i-15 Lactobacillus alimentarius sus HBUAS52461, i-16
Lactobacillus reuteri sus SKB124, Kontrol-MRS s1v1 besiyeri.
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Laktik asit izolatlarina ait hiicresiz siipernatantlarin (HS-24, HS-48 ve HS-72) anti-
biyofilm aktivitesi degerlendirildiginde; en yiiksek inhibisyonun etkinin HS-72 (%56.3,
27/48) uygulamasiyla kaydedildigi belirlendi. Bu nedenle, laktik asit bakterilerine ait 72
saatlik hiicresiz stipernatantlar (HS-72) noétralizasyon islemine tabii tutuldu ve optik
dansiteleri (ODsgs) degerlendirildi.

(I-1-HS) P. parvulus 2.6 izolatma ait inhibisyon oranlari: P. aeruginosa ATCC 15692
icin %49,9 (HS-72), %34,9 (N-HS-72), P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in %34,9 (HS-72),
%25,5 (N-HS-72), S. aureus ATCC 35556 igin %88,5 (HS-72), %41,6 (N-HS-72) ve S.
aureus ATCC 6538 i¢gin %88,5 (HS-72), %37,3 (N-HS-72) olarak belirlendi.

(I-2-HS) L. paracasei RV-M192 izolatina ait inhibisyon oranlari: P. aeruginosa
ATCC 15692 i¢in %49,9 (HS-72), %31,6 (N-HS-72), P. aeruginosa ATCC 27853 igin %79
(HS-72), %33,9 (N-HS-72), S. aureus ATCC 35556 i¢in %88,2 (HS-72), %29,6 (N-HS-72)
ve S. aureus ATCC 6538 igin %83,3 (HS-72), %37,7 (N-HS-72) olarak belirlendi.

(I-3-HS) L. reuteri J33 izolatina ait inhibisyon oranlari: P. aeruginosa ATCC 15692
icin %49,9 (HS-72), %33,7 (N-HS-72), P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in %78,6 (HS-72),
%36,7 (N-HS-72), S. aureus ATCC 35556 igin %50,4 (HS-72), %17,5 (N-HS-72) ve S.
aureus ATCC 6538 igin %33,3 (HS-72), %44,8 (N-HS-72) olarak belirlendi.

(I-4-HS) L. rhamnosus SRMPB19 izolatina ait inhibisyon oranlari: P. aeruginosa
ATCC 15692 igin %66,6 (HS-72), %34,4 (N-HS-72), P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in %73,1
(HS-72), %36,4 (N-HS-72), S. aureus ATCC 35556 i¢in %88 (HS-72), %4,3 (N-HS-72) ve S.
aureus ATCC 6538 i¢in %66,7 (HS-72), %61,5 (N-HS-72) olarak belirlendi.

(I-5-HS) L. delbrueckii subsp. bulgaricus ND04 izolatina ait inhibisyon oranlari:
P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in %49,9 (HS-72), %35,4 (N-HS-72) ve S. aureus ATCC 6538
icin %66,7 (HS-72), %35,7 (N-HS-72) olarak belirlendi. N-HS-72 uygulamasi sonrasi, P.
aeruginosa ATCC 27853 ve S. aureus ATCC 35556 icin gozlenen inhibisyon etkinin
kayboldugu degerlendirildi.

(I-7-HS) L. paracasei ZFM54 izolatina ait inhibisyon oranlari: P. aeruginosa ATCC
27853 igin %81 (HS-72), %38,2 (N-HS-72) ve S. aureus ATCC 6538 igin %93 (HS-72),
%43,8 (N-HS-72) olarak belirlendi. N-HS-72 uygulamasi sonrasi, P. aeruginosa ATCC
15692 ve S. aureus ATCC 35556 ig¢in goOzlenen inhibisyon etkinin kayboldugu
degerlendirildi.

(I-9-HS) L. mesenteroides Le8 izolatina ait inhibisyon oranlari: S. aureus ATCC
35556 i¢in %89,7 (HS-72), %83 (N-HS-72) ve S. aureus ATCC 6538 igin %86,8 (HS-72),
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%85,7 (N-HS-72) olarak belirlendi. N-HS-72 uygulamasi sonrasi, P. aeruginosa ATCC
15692 ve P. aeruginosa ATCC 27853 igin gozlenen inhibisyon etkinin kayboldugu
degerlendirildi.

(I-10-HS) L. mesenteroides subsp. mesenteroides CAU4374 izolatina ait inhibisyon
oranlar1: P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in %66,9 (HS-72), %33,9 (N-HS-72), P. aeruginosa
ATCC 27853 i¢in %35,4 (HS-72), %36,4 (N-HS-72), S. aureus ATCC 35556 i¢in %89,2
(HS-72), %70,4 (N-HS-72) ve S. aureus ATCC 6538 i¢in %85,7 (HS-72), %74,7 (N-HS-72)
olarak belirlendi.

(I-11-HS) L. lactis 1L6288 izolatina ait inhibisyon oranlari: S. aureus ATCC 35556
icin %89,5 (HS-72), %38,8 (N-HS-72) ve S. aureus ATCC 6538 icin %83,3 (HS-72), %70,7
(N-HS-72) olarak belirlendi. N-HS-72 uygulamasi sonrasi, P. aeruginosa ATCC 15692 ve P.
aeruginosa ATCC 27853 igin gbzlenen inhibisyon etkinin kayboldugu degerlendirildi.

(I-13-HS) L. coryniformis MXJ 32 izolatina ait inhibisyon oranlari: P. aeruginosa
ATCC 27853 i¢in %71,6 (HS-72), %37,4 (N-HS-72), S. aureus ATCC 35556 i¢in %90,7
(HS-72), %25,8 (N-HS-72) ve S. aureus ATCC 6538 i¢in %91 (HS-72), %51,5 (N-HS-72)
olarak belirlendi. N-HS-72 uygulamasi sonrasi, P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in gozlenen
inhibisyon etkinin kayboldugu degerlendirildi.

(I-15-HS) L. alimentarius HBUAS52461 izolatma ait inhibisyon oranlari: P.
aeruginosa ATCC 27853 igin %76,8 (HS-72), %37,9 (N-HS-72), S. aureus ATCC 35556 igin
%87,2 (HS-72), %22,3 (N-HS-72) ve S. aureus ATCC 6538 igin %83,3 (HS-72), %35,7 (N-
HS-72) olarak belirlendi. N-HS-72 uygulamas1 sonrasi, P. aeruginosa ATCC 15692 igin
gbzlenen inhibisyon etkinin kayboldugu degerlendirildi.

(I-16-HS) L. reuteri SKB1241 izolatma ait inhibisyon oranlar1: P. aeruginosa ATCC
15692 i¢in %49,9 (HS-72), %35,6 (N-HS-72), P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in %58,6 (HS-
72), %39,4 (N-HS-72) ve S. aureus ATCC 6538 igin %85,7 (HS-72), %38 (N-HS-72) olarak
belirlendi. N-HS-72 uygulamasi sonrasi, S. aureus ATCC 35556 i¢in gézlenen inhibisyon
etkinin kayboldugu degerlendirildi.

Degerlendirmeye iligkin veriler Sekil 9° da yer almaktadir.
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Sekil 9. N-HS-72 ve HS-72 hiicresiz siipernatantlarinin patojenler itizerindeki % inhibisyon

oranlari.

I-1 Pediococcus parvulus sus 2.6, I-2 Lactobacillus paracasei sus RV-M192, i-3 Lactobacillus reuteri
sus J33, 1-4 Lactobacillus rhamnosus sus SRMPB19, 1-5 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
sus NDO04, 1-7 Lactobacillus paracasei sus ZFM54, 1-9 Leuconostoc mesenteroides sus Le8, 1-10
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides sus CAU4374, 1-11 Lactococcus lactis sus 1L6288,
I-13 Lactobacillus coryniformis sus MXJ 32, i-15 Lactobacillus alimentarius sus HBUAS52461, i-16
Lactobacillus reuteri sus SKB124, Kontrol- MRS siv1 besiyeri.
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4.5.2. Patojen Ile Beraber Inkiibasyon

Hiicresiz siipernatantlarin patojenlerin biyofilm olusturmalarin1 inhibe edici olasi
ozelliklerinin degerlendirilmesi amaciyla yapilan diger bir ¢calisma, slipernatantlarin patojenler
ile beraber inkiibasyona birakilmasidir. 48 saat inkiibasyon sonunda patojenlerin biyofilm
olusturma potansiyelleri, pozitif kontrolleri ile karsilastirilarak degerlendirildi. Buna gore,
tim laktik asit bakterilerine ait hiicresiz siipernatantlarin, her ii¢ uygulama sonrasi biyofilm
olusturma kapasitelerinde azalma oldugu tespit edildi (L. mesenteroides subsp. mesenteroides
sus CAU4374’ tin, S. aureus ATCC 35556 patojenine uygulanan HS-24 uygulamasi harig).

(I-1-HS) P. parvulus sus 2.6’¢ ait hiicresiz siipernatantlarin, her {i¢ uygulama sonrasi
patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilastirildiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 igin en
yiiksek inhibisyon orani %95 ile HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC 27853 igin
%95,3 ile HS-72 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 i¢in %92,7 ile HS-72
uygulamasinda ve S. aureus ATCC 6538 i¢cin %94.8 ile HS-24 ve HS-48 uygulamalarinda
kaydedilerek, veriler istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iliskin veriler
biyofilm kesme degerine gore klinik olarak yorumlandiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 ve
P. aeruginosa ATCC 27853 patojenlerin biyofilm olusturma kapasiteleri zayif/+ (HS-24 ve
HS-48), S. aureus ATCC 35556 ve S. aureus ATCC 6538 igin zayif/+ (HS-24 ve HS-48)
oldugu belirlendi.

(I-2-HS) L. paracasei sus RV-M192’¢ ait hiicresiz siipernatantlarin, her {i¢ uygulama
sonrasi patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilastirildiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 igin
en yiiksek inhibisyon orani %95 ile HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC 27853 igin
%94,8 ile HS-72 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 igin %92,2 ile HS-72
uygulamasinda ve S. aureus ATCC 6538 igin %96,2 ile HS-72 uygulamasinda kaydedilerek,
veriler istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iligskin veriler biyofilm
kesme degerine gore klinik olarak yorumlandiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 ve P.
aeruginosa ATCC 27853 patojenlerin biyofilm olusturma kapasiteleri zayif/+ (HS-24, HS-
48), S. aureus ATCC 35556 igin orta/++ (HS-24, HS-48) ve S. aureus ATCC 6538 i¢in
zayif/+ (HS-48) oldugu belirlendi.

(I-3-HS) L. reuteri sus J33’ e ait hiicresiz siipernatantlarm, her ii¢ uygulama sonrasi
patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilastirildiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 igin en
yiiksek inhibisyon oran1 %95,3 ile HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC 27853 igin
%92,3 ile HS-24 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 i¢in %93,7 ile HS-72
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uygulamasinda ve S. aureus ATCC 6538 i¢in %95,5 ile HS-72 uygulamasinda kaydedilerek,
veriler istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iliskin veriler biyofilm
kesme degerine gore klinik olarak yorumlandiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 ve P.
aeruginosa ATCC 27853 patojenlerin biyofilm olusturma kapasiteleri zayif/+ (HS-24 ve HS-
48), S. aureus ATCC 35556 igin orta/++ (HS-24 ve HS-48) ve S. aureus ATCC 6538 igin
zayif/+ (HS-24) oldugu belirlendi. Ayrica, S. aureus ATCC 35556 ig¢in HS-72 orta/++ oldugu
tespit edildi.

(I-4-HS) L. rhamnosus sus SRMPB19°¢ ait hiicresiz siipernatantlarin, her ii¢ uygulama
sonrasi patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilagtirildiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 igin
en yiiksek inhibisyon orani %95,8 ile HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC 27853 igin
%095,2 ile HS-72 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 i¢in %93 ile HS-72 uygulamasinda
ve S. aureus ATCC 6538 icin %94,5 ile HS-72 uygulamasinda kaydedilerek, veriler
istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iliskin veriler biyofilm kesme
degerine gore klinik olarak yorumlandiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 ve P. aeruginosa
ATCC 27853 patojenlerin biyofilm olusturma kapasiteleri zayif/+ (HS-24 ve HS-48), S.
aureus ATCC 35556 igin orta/++ (HS-24) ve giigli/+++ (HS-48), S. aureus ATCC 6538 igin
ise, zayif/+ (HS-24, HS-48 ve HS-72) oldugu belirlendi.

(I-5-HS) L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus ND04’ e ait hiicresiz siipernatantlarin,
her {i¢ uygulama sonrasi patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilagtirildiginda: P. aeruginosa
ATCC 15692 igin en yiiksek inhibisyon orani %94,8 ile HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa
ATCC 27853 igin %94,2 ile HS-48 ve HS-72 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 i¢in
%94 ile HS-72 uygulamasinda ve S. aureus ATCC 6538 i¢in %94,3 ile HS-24 uygulamasinda
kaydedilerek, veriler istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iligkin veriler
biyofilm kesme degerine gore klinik olarak yorumlandiginda: P. aeruginosa ATCC 15692, P.
aeruginosa ATCC 27853 ve S. aureus ATCC 6538 patojenlerin biyofilm olusturma
kapasiteleri zayif/+ (HS-24 ve HS-48), S. aureus ATCC 35556 i¢in orta/++ (HS-24) ve
gicli/+++ (HS-48) oldugu belirlendi. Ayrica, P. aeruginosa ATCC 27853 ve S. aureus
ATCC 6538 patojenlerin biyofilm olusturma kapasiteleri HS-72 i¢in zayif/+ olarak
degerlendirildi.

(I-7-HS) L. paracasei sus ZFM54’¢ ait hiicresiz siipernatantlarmn, her iic uygulama
sonrasi patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilastirildiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in
en yiiksek inhibisyon oran1 %94,7 ile HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC 27853 igin
%94,7 ile HS-48 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 igin %94 ile HS-72 uygulamasinda
ve S. aureus ATCC 6538 igin %95,2 ile HS-24 uygulamasinda kaydedilerek, veriler
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istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iligskin veriler biyofilm kesme
degerine gore klinik olarak yorumlandiginda, patojenlerin biyofilm olusturma kapasiteleri: P.
aeruginosa ATCC 15692 igin zayif/+ (HS-24 ve HS-48), P. aeruginosa ATCC 27853 igin
zayif/+ (HS-24 ve HS-72), S. aureus ATCC 35556 i¢in orta/++ (HS-24 ve HS-48) ve S.
aureus ATCC 6538 i¢in zay1f/+ (HS-48 ve HS-72) olarak degerlendirildi.

(I-9-HS) L. mesenteroides sus Le8’e ait hiicresiz siipernatantlarin, her ii¢ uygulama
sonrasi patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilastirildiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 igin
en yiiksek inhibisyon orani %95,7 ile HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in
%95,2 ile HS-72 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 igin %94 ile HS-72 uygulamasinda
ve S. aureus ATCC 6538 igin %94,8 ile HS-24 uygulamasinda kaydedilerek, veriler
istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iligkin veriler biyofilm kesme
degerine gore klinik olarak yorumlandiginda, patojenlerin biyofilm olusturma kapasiteleri: P.
aeruginosa ATCC 15692 igin zayif/+ (HS-24 ve HS-48), P. aeruginosa ATCC 27853 igin
zay1f/+ (HS-24 ve HS-48), S. aureus ATCC 35556 igin giiglii/+++ (HS-24) ve orta/++ (HS-
48) ve S. aureus ATCC 6538 i¢in zay1f/+ (HS-48) olarak degerlendirildi.

(I-10-HS) L. mesenteroides subsp. mesenteroides sus CAU4374’¢ ait hiicresiz
siipernatantlarin, her 1i¢ uygulama sonrasi patojenlerin pozitif kontrolleri ile
karsilastirildiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in en yiiksek inhibisyon orani %93 ile HS-
72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC 27853 igin %94,7 ile HS-72 uygulamasinda, S.
aureus ATCC 35556 icin %94 ile HS-72 uygulamasinda ve S. aureus ATCC 6538 i¢in %95,5
ile HS-72 uygulamasinda kaydedilerek, veriler istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05).
Uygulamaya iliskin veriler biyofilm kesme degerine gore klinik olarak yorumlandiginda,
patojenlerin biyofilm olusturma kapasiteleri: P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in zayif/+ (HS-24,
HS-48 ve HS-72), P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in zayif/+ (HS-24 ve HS-48), S. aureus
ATCC 35556 igin gii¢lii/+++ (HS-24) ve orta/++ (HS-48) ve S. aureus ATCC 6538 igin
zay1f/+ (HS-48) olarak degerlendirildi.

(I-11-HS) L. lactis sus IL6288 e ait hiicresiz siipernatantlarin, her ii¢ uygulama sonrasi
patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilagtirildiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 igin en
yiiksek inhibisyon orani %96 ile HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC 27853 igin
%095,7 ile HS-72 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 i¢in %93 ile HS-72 uygulamasinda
ve S. aureus ATCC 6538 igin %94,5 ile HS-72 uygulamasinda kaydedilerek, veriler
istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iligskin veriler biyofilm kesme
degerine gore klinik olarak yorumlandiginda, patojenlerin biyofilm olusturma kapasiteleri: P.

aeruginosa ATCC 15692 igin zayif/+ (HS-24 ve HS-48), P. aeruginosa ATCC 27853 igin
73



zay1f/+ (HS-48), S. aureus ATCC 35556 i¢in gii¢lii/+++ (HS-24) ve orta/++ (HS-48) ve S.
aureus ATCC 6538 i¢in zay1f/+ (HS-24 ve HS-48) olarak degerlendirildi.

(I-13-HS) L. coryniformis sus MXJ 32’e ait hiicresiz siipernatantlarin, her iic
uygulama sonrasi patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilastirildiginda: P. aeruginosa ATCC
15692 igin en yiiksek inhibisyon orani %95,8 ile HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC
27853 icin %95,5 ile HS-72 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 i¢in %94 ile HS-72
uygulamasinda ve S. aureus ATCC 6538 i¢in %95,8 ile HS-24 uygulamasinda kaydedilerek,
veriler istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iliskin veriler biyofilm
kesme degerine gore klinik olarak yorumlandiginda, patojenlerin biyofilm olusturma
kapasiteleri: P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in zayif/+ (HS-24 ve HS-48), P. aeruginosa
ATCC 27853 igin zayif/+ (HS-48), S. aureus ATCC 35556 igin orta/++ (HS-24 ve HS-48) ve
S. aureus ATCC 6538 i¢in zay1f/+ (HS-48) olarak degerlendirildi.

(I-15-HS) L. alimentarius sus HBUAS52461’¢ ait hiicresiz siipernatantlarin, her iic
uygulama sonrasi patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilastirildiginda: P. aeruginosa ATCC
15692 i¢in en yiiksek inhibisyon orani %94,5 ile HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC
27853 i¢in %93,8 ile HS-24 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 igin %94 ile HS-72
uygulamasinda ve S. aureus ATCC 6538 i¢in %96 ile HS-72 uygulamasinda kaydedilerek,
veriler istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iliskin veriler biyofilm
kesme degerine gore klinik olarak yorumlandiginda, patojenlerin biyofilm olusturma
kapasiteleri: P. aeruginosa ATCC 15692 ve P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in zayif/+ (HS-24,
HS-48 ve HS-72), S. aureus ATCC 35556 i¢in orta/++ (HS-24 ve HS-48) ve S. aureus ATCC
6538 i¢in zayif/+ (HS-24 ve HS-48) olarak degerlendirildi.

(I-16-HS) L. reuteri sus SKB1241’e ait hiicresiz siipernatantlarin, her ii¢ uygulama
sonrasi patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilastirildiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in
en yiiksek inhibisyon orani %94,7 ile HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC 27853 igin
%91,2 ile HS-72 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 i¢in %94,2 ile HS-72
uygulamasinda ve S. aureus ATCC 6538 igin %95,8 ile HS-72 uygulamasinda kaydedilerek,
veriler istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iliskin veriler biyofilm
kesme degerine gore klinik olarak yorumlandiginda, patojenlerin biyofilm olusturma
kapasiteleri: P. aeruginosa ATCC 15692 igin zayif/+ (HS-24 ve HS-48), P. aeruginosa
ATCC 27853 igin zayif/+ (HS-24, HS-48 ve HS-72), S. aureus ATCC 35556 igin orta/++
(HS-24 ve HS-48) ve S. aureus ATCC 6538 igin zay1f/+ (HS-48) olarak degerlendirildi.

LAB hiicresiz siipernatantlarinin patojenler lizerindeki % inhibisyon oranlarina iliskin

verilere Sekil 10’ da, biyofilm yapilara da Resim 17 ve 18’ de yer verilmistir.
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Resim 17. LAB hiicresiz siipernatantlarmin patojen ile beraber inkiibasyonu sonrasi plak
goruntust.

*P. aeruginosa ATCC 15692 susuna ait ¢alismada yapilan uygulamalardan 6rneklendirilmistir.

Resim 18. Kristal viyole uygulamasi sonrasi biyofilm yapilar.
A.P. aeruginosa ATCC 15692 B. P. aeruginosa ATCC 27853 C. S. aureus ATCC 35556 D. S. aureus
ATCC 6538.
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Sekil 10. LAB hiicresiz siipernatantlarinin patojenler tizerindeki % inhibisyon oranlar1.i-1
Pediococcus parvulus sus 2.6, i-2 Lactobacillus paracasei sus RV-M192, i-3 Lactobacillus reuteri sus
133, 1-4 Lactobacillus rhamnosus sus SRMPB19, 1-5 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus sus
NDO04, i-7 Lactobacillus paracasei sus ZFM54, i-9 Leuconostoc mesenteroides sus Le8, i-10
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides sus CAU4374, i-11 Lactococcus lactis sus IL6288,
[-13 Lactobacillus coryniformis sus MX1J 32, i-15 Lactobacillus alimentarius sus HBUAS52461, i-16
Lactobacillus reuteri sus SKB124, Kontrol- MRS sivi1 besiyeri.
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LAB izolatlarina ait hiicresiz siipernatantlarin (HS-24, HS-48 ve HS-72) antibiyofilm
aktivitesi degerlendirildiginde; en yiiksek inhibisyon etkinin HS-72 (%81.3, 39/48)
uygulamasiyla kaydedildigi belirlendi. Bu anlamda, laktik asit bakterilerine ait 72 saatlik
hiicresiz siipernatantlar (N-HS-72) nétralizasyon islemine tabii tutuldu ve optik dansiteleri
(ODsgs) degerlendirildi. N-HS-72 uygulama sonrasi inhibisyon oranlari, bazi izolatlara ait HS
uygulamalarinda azalirken, bazilarinda HS-72 inhibisyon oranlarina yakin olarak bulundu.

(I-1-HS) P. parvulus 2.6 izolatma ait inhibisyon oranlari: P. aeruginosa ATCC 15692
icin %95 (HS-72), %90,5 (N-HS-72), P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in %95,3 (HS-72), %75,5
(N-HS-72), S. aureus ATCC 35556 i¢in % 92,7 (HS-72), %59,4 (N-HS-72) ve S. aureus
ATCC 6538 i¢in %94,7 (HS-72), %87,3 (N-HS-72) olarak belirlendi.

(I-2-HS) L. paracasei RV-M192 izolatina ait inhibisyon oranlari: P. aeruginosa
ATCC 15692 i¢in %95 (HS-72), %73,3 (N-HS-72), P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in %94,8
(HS-72), %75 (N-HS-72), S. aureus ATCC 35556 igin % 92,2 (HS-72), %33,6 (N-HS-72) ve
S. aureus ATCC 6538 i¢in %96,2 (HS-72), %82,8 (N-HS-72) olarak belirlendi.

(I-3-HS) L. reuteri J33 izolatina ait inhibisyon oranlari: P. aeruginosa ATCC 15692
icin %95,3 (HS-72), %85 (N-HS-72), P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in %87,5 (HS-72), %81,1
(N-HS-72), S. aureus ATCC 35556 igin % 93,7 (HS-72), %71,9 (N-HS-72) ve S. aureus
ATCC 6538 i¢in %95,5 (HS-72), %88 (N-HS-72) olarak belirlendi.

(I-4-HS) L. rhamnosus SRMPB19 izolatina ait inhibisyon oranlari: P. aeruginosa
ATCC 15692 igin %95,8 (HS-72), %83,5 (N-HS-72), P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in %95,2
(HS-72), %73,5 (N-HS-72), S. aureus ATCC 35556 i¢in % 93 (HS-72), %83,2 (N-HS-72) ve
S. aureus ATCC 6538 i¢in %94,5 (HS-72), %93,2 (N-HS-72) olarak belirlendi.

(I-5-HS) L. delbrueckii subsp. bulgaricus ND04 izolatna ait inhibisyon oranlari:
P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in %94,8 (HS-72), %84,8 (N-HS-72), P. aeruginosa ATCC
27853 i¢in %94,2 (HS-72), %49,7 (N-HS-72), S. aureus ATCC 35556 igin % 94 (HS-72),
%77,9 (N-HS-72) ve S. aureus ATCC 6538 i¢in %90,7 (HS-72), %80,8 (N-HS-72) olarak
belirlendi.

(I-7-HS) L. paracasei ZFM54 izolatia ait inhibisyon oranlari: P. aeruginosa ATCC
15692 i¢in %94,7 (HS-72), %89,6 (N-HS-72), P. aeruginosa ATCC 27853 igin %93 (HS-72),
%82,3 (N-HS-72), S. aureus ATCC 35556 i¢in %94 (HS-72), %89,5 (N-HS-72) ve S. aureus
ATCC 6538 i¢in %91,3 (HS-72), %79,7 (N-HS-72) olarak belirlendi.

(I-9-HS) L. mesenteroides Le8 izolatina ait inhibisyon oranlari: P. aeruginosa ATCC
15692 i¢in %95,7 (HS-72), %79 (N-HS-72), P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in %95,2 (HS-72),
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%63,4 (N-HS-72), S. aureus ATCC 35556 i¢in % 94 (HS-72), %88,2 (N-HS-72) ve S. aureus
ATCC 6538 icin %94,7 (HS-72), %94,3 (N-HS-72) olarak belirlendi.

(I-10-HS) L. mesenteroides subsp. mesenteroides CAU4374 izolatina ait inhibisyon
oranlart: P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in %93 (HS-72), %57,1 (N-HS-72), P. aeruginosa
ATCC 27853 igin %94,7 (HS-72), %54,9 (N-HS-72), S. aureus ATCC 35556 igin %94 (HS-
72), %23,8 (N-HS-72) ve S. aureus ATCC 6538 i¢in %95,5 (HS-72), %80,8 (N-HS-72)
olarak belirlendi.

(I-11-HS) L. lactis 1L6288 izolata ait inhibisyon oranlari: P. aeruginosa ATCC
15692 igin %96 (HS-72), %71,6 (N-HS-72), P. aeruginosa ATCC 27853 icin %95,7 (HS-72),
%41,1 (N-HS-72), S. aureus ATCC 35556 i¢in % 93 (HS-72), %28,3 (N-HS-72) ve S. aureus
ATCC 6538 igin %94,5 (HS-72), %95,2 (N-HS-72) olarak belirlendi.

(I-13-HS) L. coryniformis MXJ 32 izolatina ait inhibisyon oranlari: P. aeruginosa
ATCC 15692 i¢in %95,8 (HS-72), %64,1 (N-HS-72), P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in %95,5
(HS-72), %78,8 (N-HS-72), S. aureus ATCC 35556 igin % 94 (HS-72), %88,5 (N-HS-72) ve
S. aureus ATCC 6538 i¢in %95,5 (HS-72), %90,3 (N-HS-72) olarak belirlendi.

(I-15-HS) L. alimentarius HBUAS52461 izolatina ait inhibisyon oranlari: P.
aeruginosa ATCC 15692 i¢in %94,5 (HS-72), %84,1 (N-HS-72), P. aeruginosa ATCC 27853
icin %90 (HS-72), %81,3 (N-HS-72), S. aureus ATCC 35556 i¢in %94 (HS-72), %76,9 (N-
HS-72) ve S. aureus ATCC 6538 igin %96 (HS-72), %93,3 (N-HS-72) olarak belirlendi.

(I-16-HS) L. reuteri SKB1241 izolatma ait inhibisyon oranlar1: P. aeruginosa ATCC
15692 i¢in %94,7 (HS-72), %86,6 (N-HS-72), P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in %91,2 (HS-
72), %62,6 (N-HS-72), S. aureus ATCC 35556 i¢in % 94,2 (HS-72), %71,9 (N-HS-72) ve S.
aureus ATCC 6538 igin %95,8 (HS-72), %86,2 (N-HS-72) olarak belirlendi.

Degerlendirmeye iliskin veriler Sekil 11°de yer almaktadir.
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Sekil 11. N-HS-72 ve HS-72 hiicresiz siipernatantlarinin patojenler tizerindeki % inhibisyon

oranlari.

I-1 Pediococcus parvulus sus 2.6, i-2 Lactobacillus paracasei sus RV-M192, i-3 Lactobacillus reuteri

sus J33, I-4 Lactobacillus rhamnosus sus SRMPB19, -5 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

sus ND04, i-7 Lactobacillus paracasei sus ZFM54, 1-9 Leuconostoc mesenteroides sus Le8, i-10
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides sus CAU4374, i-11 Lactococcus lactis sus IL6288,

[-13 Lactobacillus coryniformis sus MXJ 32, i-15 Lactobacillus alimentarius sus HBUAS52461, i-16

Lactobacillus reuteri sus SKB124, Kontrol- MRS sivi besiyeri.
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4.5.3. Patojenden Sonra Inkiibasyon

Bu ¢alismada, LAB izolatlarina ait hiicresiz siipernatantlar (HS-24, HS-48 ve HS-72)
patojenler tarafindan 48 saat inkiibasyon sonrasi biyofilm yapilarinin oldugu kuyulara
eklenip, biyofilm yikici etkileri aragtirtldi. Yapilan HS uygulamalar sonrasi biyofilm yapilari
iceren kuyulara iligkin OD degerleri, patojenlerin uygulama yapilmayan pozitif kontrol ile
karsilastirilarak yiizde (%) inhibisyon oranlari belirlendi.

(I-1-HS) P. parvulus sus 2.6’ ¢ ait hiicresiz siipernatantlarin, her ii¢ uygulama sonrasi
patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilastirildiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 igin en
yiiksek inhibisyon orani %83,6 ile HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC 27853 igin
%74,8 ile HS-48 uygulamasinda ve S. aureus ATCC 6538 i¢in %33,3 ile HS-72
uygulamasinda kaydedilerek, veriler istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). S. aureus
ATCC 35556’a kars1 inhibisyon etkinin ise diisiik (%4,3) oldugu belirlendi. Uygulamaya
iliskin veriler biyofilm kesme degerine gore klinik olarak yorumlandiginda; patojenlerin
biyofilm olusturma kapasitelerinin tim gruplar igerisinde gii¢lii/+++ (P. aeruginosa ATCC
15692 igin HS-72 uygulamasi orta/++) oldugu degerlendirildi.

(I-2-HS) L. paracasei sus RV-M192’¢ ait hiicresiz siipernatantlarin, her ii¢ uygulama
sonrasi patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilastirildiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in
en yiiksek inhibisyon orani %84,1 ile HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC 27853 igin
%80,6 ile HS-72 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 igin %24,8 ile HS-72
uygulamasinda ve S. aureus ATCC 6538 i¢in %35,7 ile HS-24 uygulamasinda kaydedilerek,
veriler istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iliskin veriler biyofilm
kesme degerine gore klinik olarak yorumlandiginda; patojenlerin biyofilm olusturma
kapasiteleri tim gruplar igerisinde giigli/+++ (P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in HS-72, P.
aeruginosa ATCC 27853 i¢in HS-48 ve HS-72 uygulamasi orta/++) olarak degerlendirildi.

(I-3-HS) L. reuteri sus J33’e ait hiicresiz siipernatantlarin, her {i¢c uygulama sonrasi
patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilagtirildiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 igin en
yiiksek inhibisyon oran1 %85,5 ile HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC 27853 igin
%89,3 ile HS-48 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 icin %74,9 ile HS-72
uygulamasinda ve S. aureus ATCC 6538 i¢in %57,2 ile HS-72 uygulamasinda kaydedilerek,
veriler istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iliskin veriler biyofilm
kesme degerine gore klinik olarak yorumlandiginda; patojenlerin biyofilm olusturma

kapasiteleri tim gruplar igerisinde gii¢lii/+++ (P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in HS-72
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orta/++, P. aeruginosa ATCC 27853 igin HS-48 zayif/+, HS-72 igin orta/++ ve S. aureus
ATCC 35556 igin HS-72 igin orta/++) olarak degerlendirildi.

(I-4-HS) L. rhamnosus sus SRMPB19’e ait hiicresiz siipernatantlarin, her ii¢ uygulama
sonrasi patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilastirildiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 igin
en yiiksek inhibisyon oran1 %83,8 ile HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC 27853 igin
%82,1 ile HS-72 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 icin %49,9 ile HS-72
uygulamasinda ve S. aureus ATCC 6538 i¢in %35,1 ile HS-48 uygulamasinda kaydedilerek,
veriler istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iliskin veriler biyofilm
kesme degerine gore klinik olarak yorumlandiginda; patojenlerin biyofilm olusturma
kapasiteleri tim gruplar igerisinde giiclii/+++ (P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in HS-72
orta/++, P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in HS-48 ve HS-72 igin orta/++) olarak
degerlendirildi.

(I-5-HS) L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus ND04’e ait hiicresiz siipernatantlarim,
her {i¢ uygulama sonrasi patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilastirildiginda: P. aeruginosa
ATCC 15692 igin en yiiksek inhibisyon oranit %85,5 ile HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa
ATCC 27853 i¢in %87,8 ile HS-48 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 i¢in %49,9 ile
HS-72 uygulamasinda ve S. aureus ATCC 6538 igin %57,5 ile HS-48 uygulamasinda
kaydedilerek, veriler istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iligkin veriler
biyofilm kesme degerine gore klinik olarak yorumlandiginda; patojenlerin biyofilm olusturma
kapasiteleri tiim gruplar igerisinde gii¢lii/+++ (P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in HS-48 ve HS-
72 orta/++, P. aeruginosa ATCC 27853 ig¢in HS-48 ve HS-72 igin orta/++) olarak
degerlendirildi.

(I-7-HS) L. paracasei sus ZFM54’¢ ait hiicresiz siipernatantlarin, her ii¢ uygulama
sonrasi patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilastirildiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in
en yiiksek inhibisyon orani %84 ile HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC 27853 igin
%87,8 ile HS-48 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 igcin %49,9 ile HS-72
uygulamasinda ve S. aureus ATCC 6538 i¢in %34,3 ile HS-48 uygulamasinda kaydedilerek,
veriler istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iliskin veriler biyofilm
kesme degerine gore klinik olarak yorumlandiginda; patojenlerin biyofilm olusturma
kapasiteleri tiim gruplar igerisinde gii¢li/+++ (P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in HS-72
orta/++, P. aeruginosa ATCC 27853 igin HS-24, HS-48 ve HS-72 i¢in orta/++) olarak
degerlendirildi.

(I-9-HS) L. mesenteroides sus Le8’e ait hiicresiz siipernatantlarin, her ii¢ uygulama

sonrasi patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilastirildiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in
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en yiiksek inhibisyon orani %85,1 ile HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC 27853 igin
%89,3 ile HS-48 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 icin %49,9 ile HS-72
uygulamasinda ve S. aureus ATCC 6538 igin %35,1 ile HS-24 uygulamasinda kaydedilerek,
veriler istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iliskin veriler biyofilm
kesme degerine gore klinik olarak yorumlandiginda; patojenlerin biyofilm olusturma
kapasiteleri tim gruplar igerisinde giigli/+++ (P. aeruginosa ATCC 15692 igin HS-72
orta/++, P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in HS-24 orta/++ ve HS-48 zayif/+) olarak
degerlendirildi.

(I-10-HS) L. mesenteroides subsp. mesenteroides sus CAU4374’¢ ait hiicresiz
slipernatantlarin, her 1i¢ uygulama sonrasi patojenlerin pozitif kontrolleri ile
karsilastirildiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in en yiiksek inhibisyon orani %84,8 ile
HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in %93,5 ile HS-72 uygulamasinda, S.
aureus ATCC 35556 igin %75,7 ile HS-72 uygulamasinda ve S. aureus ATCC 6538 i¢in
%36,2 ile HS-24 uygulamasinda kaydedilerek, veriler istatistiksel agidan anlamli bulundu
(p<0,05). Uygulamaya iliskin veriler biyofilm kesme degerine gore klinik olarak
yorumlandiginda; patojenlerin biyofilm olusturma kapasiteleri tim gruplar igerisinde
gliclii/+++ (P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in HS-72 orta/++, P. aeruginosa ATCC 27853 igin
HS-24 ve HS-48 orta/++, HS-72 zayif/+, S. aureus ATCC 35556 igin HS-72 orta/++) olarak
degerlendirildi.

(I-11-HS) L. lactis sus L6288 ¢ ait hiicresiz siipernatantlarin, her {i¢ uygulama sonrasi
patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilastirildiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 igin en
yiiksek inhibisyon oran1 %85,5 ile HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC 27853 igin
%86,8 ile HS-24 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 igin %75,2 ile HS-72
uygulamasinda ve S. aureus ATCC 6538 i¢in %44,1 ile HS-48 uygulamasinda kaydedilerek,
veriler istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iliskin veriler biyofilm
kesme degerine gore klinik olarak yorumlandiginda; patojenlerin biyofilm olusturma
kapasiteleri tim gruplar igerisinde gii¢lii/+++ (P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in HS-72
orta/++, P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in HS-24 ve HS-48 orta/++, S. aureus ATCC 35556
icin HS-72 orta/++) olarak degerlendirildi.

(I-13-HS) L. coryniformis sus MXJ 32’e ait hiicresiz siipernatantlarm, her iic
uygulama sonrasi patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilastirildiginda: P. aeruginosa ATCC
15692 igin en yiiksek inhibisyon orani %83,6 ile HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC
27853 icin %80 ile HS-24 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 igin %34,8 ile HS-72
uygulamasinda ve S. aureus ATCC 6538 igin %38,5 ile HS-72 uygulamasinda kaydedilerek,
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veriler istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iliskin veriler biyofilm
kesme degerine gore klinik olarak yorumlandiginda; patojenlerin biyofilm olusturma
kapasiteleri tiim gruplar igerisinde giicli/+++ (P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in HS-72
orta/++, P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in HS-24 orta/++) olarak degerlendirildi.

(I-15-HS) L. alimentarius sus HBUAS52461’¢ ait hiicresiz siipernatantlarin, her iic
uygulama sonrasi patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilastirildiginda: P. aeruginosa ATCC
15692 i¢in en yiiksek inhibisyon orani %83,3 ile HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC
27853 icin %84,6 ile HS-24 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 icin %53,6 ile HS-72
uygulamasinda ve S. aureus ATCC 6538 i¢in %35,1 ile HS-24 uygulamasinda kaydedilerek,
veriler istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iliskin veriler biyofilm
kesme degerine gore klinik olarak yorumlandiginda; patojenlerin biyofilm olusturma
kapasiteleri tiim gruplar igerisinde gii¢lii/+++ (P. aeruginosa ATCC 15692 igin HS-48 ve HS-
72 orta/++, P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in HS-24 orta/++) olarak degerlendirildi.

(I-16-HS) L. reuteri sus SKB1241’e ait hiicresiz siipernatantlarin, her ii¢ uygulama
sonrasi patojenlerin pozitif kontrolleri ile karsilagtirildiginda: P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in
en yiiksek inhibisyon oran1 %83,3 ile HS-72 uygulamasinda, P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in
%89,5 ile HS-24 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 icin %74,9 ile HS-72
uygulamasinda ve S. aureus ATCC 6538 i¢in %52,5 ile HS-72 uygulamasinda kaydedilerek,
veriler istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0,05). Uygulamaya iliskin veriler biyofilm
kesme degerine gore klinik olarak yorumlandiginda; patojenlerin biyofilm olusturma
kapasiteleri tim gruplar igerisinde gii¢li/+++ (P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in HS-72
orta/++, P. aeruginosa ATCC 27853 igin HS-24 zayif/+ ve HS-72 orta/++, S. aureus ATCC
35556 i¢in HS-72 orta/++) olarak degerlendirildi.

LAB hiicresiz siipernatantlarinin patojenler lizerindeki % inhibisyon oranlarina iliskin

verilere Sekil 12” de, biyofilm yapilara da Resim 19 ve 20’ de yer verildi.
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Resim 19. LAB hiicresiz siipernatantlarinin patojenden sonra (gelisen biyofilm yapilar)

plaklara eklenmesi ve inkiibasyonu.

A. Patojen bakteri B. Patojen bakteri + Hiicresiz stipernatant (HS) C. Patojen bakteri + Hiicresiz

stipernatant (HS) inkiibasyon sonrasi plak goriintiisi *P. aeruginosa ATCC 15692 susuna ait

caligmada yapilan uygulamalardan 6rneklendirilmistir.
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Resim 20. Kristal viyole uygulamasi sonrasi biyofilm yapilar.

A.P. aeruginosa ATCC 15692 B. P. aeruginosa ATCC 27853 C. S. aureus ATCC 35556 D. S. aureus

ATCC 6538
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Sekil 12. LAB hiicresiz siipernatantlarinin patojenler tizerindeki % inhibisyon oranlar1.i-1
Pediococcus parvulus sus 2.6, I-2 Lactobacillus paracasei sus RV-M192, i-3 Lactobacillus reuteri sus
133, 1-4 Lactobacillus rhamnosus sus SRMPB19, 1-5 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus sus
NDO04, i-7 Lactobacillus paracasei sus ZFMS54, 1-9 Leuconostoc mesenteroides sus Le8, i-10
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides sus CAU4374, 1-11 Lactococcus lactis sus 1L6288,
I-13 Lactobacillus coryniformis sus MXJ 32, i-15 Lactobacillus alimentarius sus HBUAS52461, i-16
Lactobacillus reuteri sus SKB124, Kontrol- MRS sivi1 besiyeri.
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Laktik asit izolatlarina ait hiicresiz siipernatantlarin (HS-24, HS-48 ve HS-72)
antibiyofilm aktivitesi degerlendirildiginde, en yiiksek inhibisyonun etkinin HS-72 (%62.5,
30/48) uygulamasiyla kaydedildigi belirlendi. Bu anlamda, laktik asit bakterilerine ait 72
saatlik hiicresiz siipernatantlar (N-HS-72) nétralizasyon islemine tabii tutuldu ve optik
dansiteleri (ODsgs) degerlendirildi. N-HS-72 uygulama sonrasi inhibisyon oranlari, bazi
izolatlara ait HS uygulamalarinda azalirken, bazilarinda HS-72 inhibisyon oranlarina yakin
bulundu.

(i-1-HS) P. parvulus 2.6 izolatina ait inhibisyon oranlar1: S. aureus ATCC 6538 i¢in
%33,3 (HS-72), %33,3 (N-HS-72) olarak belirlendi. S. aureus ATCC 35556’a kars1 ise
inhibisyon etki kaydedilmedi. N-HS-72 uygulamasi sonrasi, P. aeruginosa ATCC 15692 ve
P. aeruginosa ATCC 27853 igin belirlenen inhibisyon etkinin kayboldugu (S. aureus ATCC
6538 susu hari¢) degerlendirildi.

(I-2-HS) L. paracasei RV-M192 izolatina ait inhibisyon oranlari: P. aeruginosa
ATCC 15692 igin %84,1 (HS-72), %33,2 (N-HS-72), P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in %80,6
(HS-72), %34,6 (N-HS-72), S. aureus ATCC 35556 i¢in %24,8 (HS-72), %24,8 (N-HS-72)
ve S. aureus ATCC 6538 i¢in %33,3 (HS-72), %33,3 (N-HS-72) olarak belirlendi.

(I-3-HS) L. reuteri J33 izolatina ait inhibisyon oranlari: P. aeruginosa ATCC 15692
icin %85,5 (HS-72), %34,9 (N-HS-72), S. aureus ATCC 35556 i¢in %74,9 (HS-72), %60,2
(N-HS-72) ve S. aureus ATCC 6538 i¢in %57,2 (HS-72), %50,5 (N-HS-72) olarak belirlendi.
N-HS-72 uygulamasi sonrasi, P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in belirlenen inhibisyon etkinin
kayboldugu degerlendirildi.

(I-4-HS) L. rhamnosus SRMPBI19 izolatina ait inhibisyon oranlari: P. aeruginosa
ATCC 15692 igin %83,8 (HS-72), %34,7 (N-HS-72), P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in %82,1
(HS-72), %34,9 (N-HS-72) ve S. aureus ATCC 6538 i¢in %33,3 (HS-72), %33,3 (N-HS-72)
olarak belirlendi. N-HS-72 uygulamasi sonrasi, S. aureus ATCC 35556 icin belirlenen
inhibisyon etkinin neredeyse tamaminin kayboldugu (%7,8) kaydedildi.

(I-5-HS) L. delbrueckii subsp. bulgaricus ND04 izolatina ait inhibisyon oranlari:
P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in %87,5 (HS-72), %34,7 (N-HS-72) olarak belirlendi. N-HS-
72 uygulamasi sonrasi, P. aeruginosa ATCC 15692, S. aureus ATCC 6538 i¢in belirlenen
inhibisyon etkinin kayboldugu ve S. aureus ATCC 35556 i¢in ise inhibisyon etkinin
neredeyse tamaminin kayboldugu (%9) degerlendirildi.

(I-7-HS) L. paracasei ZFM54 izolatma ait inhibisyon oranlari: P. aeruginosa ATCC
15692 i¢in %84 (HS-72), %35,1 (N-HS-72), P. aeruginosa ATCC 27853 igin %84,1 (HS-72),
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%35,1 (N-HS-72), S. aureus ATCC 35556 i¢in %49,9 (HS-72), %27,3 (N-HS-72) ve S.
aureus ATCC 6538 i¢in %33,3 (HS-72), %25 (N-HS-72) olarak belirlendi.

(1-9-HS) L. mesenteroides Le8 izolatma ait inhibisyon oranlari: P. aeruginosa ATCC
15692 i¢in %85,1 (HS-72), %35,7 (N-HS-72), S. aureus ATCC 35556 igin %49,9 (HS-72),
%26,1 (N-HS-72) ve S. aureus ATCC 6538 i¢in %33,3 (HS-72), %33,3 (N-HS-72) olarak
belirlendi. N-HS-72 uygulamas: sonrasi, P. aeruginosa ATCC 27853 ig¢in kaydedilen
inhibisyon etkinin kayboldugu degerlendirildi.

(I-10-HS) L. mesenteroides subsp. mesenteroides CAU4374 izolatina ait inhibisyon
oranlari: P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in %84,8 (HS-72), %34,2 (N-HS-72) ve S. aureus
ATCC 6538 i¢in %33,5 (HS-72), %33,3 (N-HS-72) olarak belirlendi. N-HS-72 uygulamasi
sonrasi, P. aeruginosa ATCC 27853 ve S. aureus ATCC 35556 i¢in kaydedilen inhibisyon
etkinin kayboldugu degerlendirildi.

(I-11-HS) L. lactis 1L6288 izolatina ait inhibisyon oranlari: P. aeruginosa ATCC
27853 igin %53,1 (HS-72), %33,6 (N-HS-72) ve S. aureus ATCC 6538 i¢in %33,3 (HS-72),
%33,3 (N-HS-72) olarak belirlendi. N-HS-72 uygulamasi sonrasi, P. aeruginosa ATCC
15692 i¢in kaydedilen inhibisyon etkinin kayboldugu ve S. aureus ATCC 35556 i¢in ise,
neredeyse tamamen kayboldugu (%7,3) degerlendirildi.

(I-13-HS) L. coryniformis MXJ 32 izolatina ait inhibisyon oranlari: P. aeruginosa
ATCC 27853 i¢in %59,6 (HS-72), %36,6 (N-HS-72), S. aureus ATCC 35556 i¢in %34,8
(HS-72), %11,3 (N-HS-72) ve S. aureus ATCC 6538 i¢in %38,5 (HS-72), %33,3 (N-HS-72)
olarak belirlendi. N-HS-72 uygulamasi sonrasi, P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in kaydedilen
inhibisyon etkinin kayboldugu degerlendirildi.

(I-15-HS) L. alimentarius HBUAS52461 izolatina ait inhibisyon oranlari: P.
aeruginosa ATCC 27853 igin %61,6 (HS-72), %34,9 (N-HS-72), S. aureus ATCC 35556 igin
%53,6 (HS-72), %28,6 (N-HS-72) ve S. aureus ATCC 6538 i¢in %33,5 (HS-72), %24,3 (N-
HS-72) olarak belirlendi. N-HS-72 uygulamasi sonrasi, P. aeruginosa ATCC 15692 igin
kaydedilen inhibisyon etkinin kayboldugu degerlendirildi.

(I-16-HS) L. reuteri SKB1241 izolatina ait inhibisyon oranlar1: P. aeruginosa ATCC
27853 i¢in %85,8 (HS-72), %36,6 (N-HS-72) S. aureus ATCC 35556 igin %74,9 (HS-72),
%55,9 (N-HS-72) ve S. aureus ATCC 6538 igin %52,5 (HS-72), %35,7 (N-HS-72) olarak
belirlendi. N-HS-72 uygulamasi sonrasi, P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in kaydedilen
inhibisyon etkinin kayboldugu degerlendirildi.

Degerlendirmeye iligkin veriler Sekil 13°de yer almaktadir.
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Sekil 13. N-HS-72 ve HS-72 hiicresiz slipernatantlarinin patojenler iizerindeki % inhibisyon

oranlari.i-1 Pediococcus parvulus sus 2.6, 1-2 Lactobacillus paracasei sus RV-M192, i-3
Lactobacillus reuteri sus J33, I-4 Lactobacillus rhamnosus sus SRMPB19, I-5 Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus sus NDO04, i-7 Lactobacillus paracasei sus ZFM54, -9 Leuconostoc
mesenteroides sus Le8, 1-10 Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides sus CAU4374, i-11
Lactococcus lactis sus 1L6288, 1-13 Lactobacillus coryniformis sus MXJ 32, i-15 Lactobacillus
alimentarius sus HBUAS52461, 1-16 Lactobacillus reuteri sus SKB124, Kontrol- MRS siv1 besiyeri.
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4.5.4. Biyofilm Calismalarina Tliskin Bulgularin Karsilastirilmasi

Yapilan istatistiksel analiz sonuglarina gore %95 giiven araliginda;

e 4 farkli patojen bakteri susuna (P. aeruginosa ATCC 15692, P. aeruginosa ATCC
27853, S. aureus ATCC 35556 ve S. aureus ATCC 6538) ait sonuglar arasinda anlamli
fark vardir (p<0,05).

e [AB izolatlarina ait hiicresiz siipernatant (HS-24, HS-48, HS-72) uygulamalarinin
sonuglari arasinda anlamli fark vardir (p<0,05).

e Kontrol grubu ve deney sonucu arasinda anlamli fark vardir (p<0,05).

e Patojen bakteriler ile hiicresiz slipernatant uygulamalar1 birlikte ele alindiginda
sonuglar arasinda anlamli fark vardir (p<0,05).

e Patojen bakteri ile kontrol grubu ve deney sonucu birlikte ele alindiginda sonuglar
arasinda anlamli fark vardir (p<0,05).

e Hiicresiz siipernatant uygulamalari ile kontrol grubu ve deney sonucu birlikte ele
alindiginda sonuglar arasinda anlamli fark vardir (p<0,05).

e Patojen bakteri, hiicresiz slipernatant ile kontrol grubu ve deney sonucu birlikte ele
alindiginda sonuglar arasinda anlamli fark vardir (p<0,05).

Bu sonuglara gore; yapilan ¢alismada 12 farkli LAB izolatina ait belirlenen hiicresiz
siipernatantlar (HS-24, HS-48 ve HS-72) icerisinden bazilari, patojenlerin biyofilm yapilarini
onemli derecede inhibe ettigi, patojen bakteri ¢esiti ve hiicresiz slipernatanta gore inhibisyon
oranlarinm degisiklik gosterdigi belirlendi. Istatistiksel analizler, yapilan galisma sonucunun
istatistiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir (p<0,05).

Tiim laktik asit izolatlarina ait hiicresiz siipernatantlar ile ayr1 ayri1 yapilan ii¢
uygulama (HS-24, HS-48 ve HS-72) igerisinden, her bir patojen i¢in en yiiksek inhibisyon
orani belirlendi. Buna gore: P. aeruginosa ATCC 15692 ve P. aeruginosa ATCC 27853 igin
kaydedilen en yiiksek inhibisyon orani sirasiyla % 96 ve % 95,7 ile L. lactis sus 1L6288
izolatina ait HS-72° nin patojen ile beraber inkiibasyonu, S. aureus ATCC 35556 igin
kaydedilen en yiiksek inhibisyon oran1 % 94,2 ile L. reuteri sus SKB1241 izolatina ait HS-72’
nin patojen ile beraber inkiibasyonu ve S. aureus ATCC 6538 i¢in kaydedilen en yiiksek
inhibisyon oran1 % 96,2 ile L. paracasei sus RV-M192 izolatina ait HS-72’ nin patojen ile
beraber inkiibasyonu sonucunda oldugu degerlendirildi (p<0,05).

LAB izolatlarina ait hiicresiz siipernatantlar ile ayr1 ayr1 yapilan (patojenden Once,

patojen ile beraber ve patojenden sonra inkiibasyon) uygulamalar ig¢erisinden, patojenlerin en
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yiksek inhibisyon oranlari degerlendirildi. P. parvulus sus 2.6’ya ait hiicresiz
slipernatantlarin, her ii¢ uygulama sonucunda en yiiksek inhibisyon oranlari: patojenden Once,
S. aureus ATCC 6538 i¢cin %92,1 ile HS-48 uygulamasinda, patojen ile beraber, P.
aeruginosa ATCC 27853 i¢in %95,3 ile HS-72 uygulamasinda, patojende sonra P.
aeruginosa ATCC 15692 igin %83,6 ile HS-72 uygulamasinda oldugu belirlendi. L. paracasei
sus RV-M192’ye ait hiicresiz siipernatantlarin, her {i¢ uygulama sonucunda en yiiksek
inhibisyon oranlari, patojenden o©nce, S. aureus ATCC 6538 icin %91,5 ile HS-48
uygulamasinda, patojen ile beraber S. aureus ATCC 6538 igin %96,2 ile HS-72
uygulamasinda, patojenden sonra P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in %84,1 ile HS-72
uygulamasinda oldugu tespit edildi. L. reuteri sus J33” e ait hiicresiz siipernatantlarin, her {i¢
uygulama sonucunda en yiiksek inhibisyon oranlari, patojenden 6nce S. aureus ATCC 6538
icin %88,6 ile HS-48 uygulamasinda, patojen ile beraber S. aureus ATCC 6538 i¢in %95,5 ile
HS-72 uygulamasinda, patojenden sonra P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in %89,3 ile HS-48
uygulamasinda oldugu belirlendi. L. rhamnosus sus SRMPB19’a ait hiicresiz siipernatantlarin,
her ii¢ uygulama sonucunda en yiiksek inhibisyon oranlari; patojenden 6nce S. aureus ATCC
35556 igin % 88 ile HS-72 uygulamasinda, patojen ile beraber P. aeruginosa ATCC 15692
icin %95,8 ile HS-72 uygulamasinda, patojenden sonra P. aeruginosa ATCC 15692 igin %
83,8 ile HS-72 uygulamasinda oldugu belirlendi. L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus ND04’
e ait hiicresiz siipernatantlarin her ii¢ uygulama sonucunda en yiiksek inhibisyon oranlart;
patojenden once S. aureus ATCC 6538 i¢in %90,1 ile HS-48 uygulamasinda, patojen ile
beraber P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in %94,8 ile HS-72 uygulamasinda, patojenden sonra
P. aeruginosa ATCC 27853 igin % 87,8 ile HS-48 uygulamasinda oldugu tespit edildi. L.
paracasei sus ZFM54’ e ait hiicresiz siipernatantlarin her ii¢ uygulama sonucunda en yiiksek
inhibisyon oranlari; patojenden o6nce S. aureus ATCC 6538 igin %93 ile HS-72
uygulamasinda, patojen ile beraber S. aureus ATCC 6538 icin %95,2 ile HS-24
uygulamasinda, patojenden sonra P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in %87,8 ile HS-48
uygulamasinda oldugu belirlendi. L. mesenteroides sus Le8’ e ait hiicresiz siipernatantlarin,
her ii¢ uygulama sonucunda en yiiksek inhibisyon oranlari; patojenden 6nce S. aureus ATCC
6538 i¢in %89,8 ile HS-24 uygulamasinda, patojen ile beraber P. aeruginosa ATCC 15692
icin %95,7 ile HS-72 uygulamasinda, patojenden sonra P. aeruginosa ATCC 27853 igin en
yiikksek inhibisyon oranm1 % 89,3 ile HS-48 uygulamasinda oldugu tespit edildi. L.
mesenteroides subsp. mesenteroides sus CAU4374’e ait hiicresiz siipernatantlarin her ii¢
uygulama sonucunda en yiiksek inhibisyon oranlari; patojenden dnce S. aureus ATCC 6538

icin % 92,6 ile HS-48 uygulamasinda, patojen ile beraber S. aureus ATCC 6538 igin %95,5
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ile HS-72 uygulamasinda, patojenden sonra P. aeruginosa ATCC 27853 igin en yiiksek
inhibisyon orani % 93,5 ile HS-72 uygulamasinda oldugu belirlendi. L. lactis sus IL6288’e ait
hiicresiz siipernatantlarin her ii¢ uygulama sonucunda en yiiksek inhibisyon oranlari;
patojenden Once S. aureus ATCC 35556 igin % 89,5 ile HS-72 uygulamasinda, patojen ile
beraber P. aeruginosa ATCC 15692 igin % 96 ile HS-72 uygulamasinda, patojenden sonra P.
aeruginosa ATCC 27853 i¢in en yiiksek inhibisyon orant % 86,8 ile HS-24 uygulamasinda
oldugu kaydedildi. L. coryniformis sus MXJ 32’ ye ait hiicresiz siipernatantlarin her g
uygulama sonucunda en yliksek inhibisyon oranlari; patojenden 6nce S. aureus ATCC 6538
icin % 93,3 ile HS-48 uygulamasinda, patojen ile beraber P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in %
95,8 ile HS-72 uygulamasinda ve S. aureus ATCC 6538 i¢in %95,8 ile HS-24 uygulamasinda,
patojenden sonra P. aeruginosa ATCC 15692 igin % 83,6 ile HS-72 uygulamasinda oldugu
belirlendi. L. alimentarius sus HBUASS52461° e ait hiicresiz slipernatantlarin her ti¢ uygulama
sonucunda en yliksek inhibisyon oranlari; patojenden 6nce S. aureus ATCC 6538 igin %92,1
ile HS-48 uygulamasinda, patojen ile beraber S. aureus ATCC 6538 i¢in % 96 ile HS-72
uygulamasinda, patojenden sonra P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in en yiiksek inhibisyon orant
% 84,6 ile HS-24 uygulamasinda oldugu tespit edildi. L. reuteri sus SKB1241’¢ ait hiicresiz
siipernatantlarin her ti¢ uygulama sonucunda en yiiksek inhibisyon oranlari; patojenden dnce
S. aureus ATCC 6538 igin % 89,1 ile HS-48 uygulamasinda, patojen ile beraber S. aureus
ATCC 6538 i¢in % 95,8 ile HS-72 uygulamasinda, patojenden sonra P. aeruginosa ATCC
27853 igin % 89,5 ile HS-24 uygulamasinda oldugu belirlendi.

Tilim laktik asit izolatlarina ait hiicresiz slipernatantlar ile ayr1 ayr1 yapilan (patojenden
once, patojen ile beraber ve patojenden sonra inkiibasyon) uygulamalar igerisinden
patojenlerin en yiiksek inhibisyon oranlar1 degerlendirildiginde; patojenden Once inkiibasyon
sonucu en yiiksek inhibisyon etki: S. aureus ATCC 6538 (%83.3, 10/12) ve S. aureus ATCC
35556 (%16.7, 2/12), patojen ile beraber: S. aureus ATCC 6538 (%50, 6/12), P. aeruginosa
ATCC 15692 (%33.3, 4/12), P. aeruginosa ATCC 27853 (%8.3, 1/12), hem S. aureus ATCC
6538 hem de P. aeruginosa ATCC 15692 (%8.3, 1/12), patojenden sonra: P. aeruginosa
ATCC 15692 (%33.3, 4/12) ve P. aeruginosa ATCC 27853 (%66.7, 8/12) suslar1 igin oldugu
belirlendi. Yapilan bu ii¢c uygulama igerisinde en yiiksek inhibisyon etki S. aureus ATCC
6538 (%44.4, 16/36) susu icin kaydedildi.

HS-72 ve N-HS-72 uygulamasi sonrasi biyofilm yapilarin karsilastirilmasina iliskin

ornek Resim 21’ de yer almaktadir.
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Resim 21. HS-72 ve N-HS-72 uygulamasi sonrasi biyofilm yapilarin karsilastirilmas.

A. N-HS-72 uygulamasi B. HS-72 uygulamas: C. Kontrol (+) D. Kristal viyole (KV) uygulamasi
sonrast N-HS-72 E. KV uygulamasi sonrasi HS-72 F. KV uygulamasi sonrast HS-72 G. KV
uygulamasi sonrast N-HS-72 *P. aeruginosa ATCC 27853 susuna ait calismada yapilan

uygulamalardan 6rneklendirilmistir.
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5. TARTISMA

LAB fermantasyon ozelliklerinden dolayr siit endiistrisinde starter kiiltiir olarak
kullanilmaktadir. Peynir {iretiminde en yaygin sekilde starter olarak kullanilan bakteri tiirleri:
Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus. lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis
subsp. diacetilactis ve Streptococcus thermophilus’ tur. Bu ¢alismada, P. parvulus sus 2.6, L.
paracasei sus RV-M192, L. mesenteroides subsp. mesenteroides sus CAU4374, L.
coryniformis sus MXJ 32 beyaz peynirden, L. reuteri sus J33 koyun peynirinden, L.
rhamnosus sus SRMPB19, L. alimentarius sus HBUAS52461 lor peynirinden izole edildi. L.
delbrueckii subsp. bulgaricus sus NDO04 ise c¢okelekten izole edildi. Yapilan g¢esitli
arastirmalarda, L. casei subsp. casei, L. lactis subsp. lactis, L. plantarum, L. lactis subsp.
cremoris, L. mesenteroides subsp. cremoris, L. mesenteroides subsp. dextranicum ve L. lactis
tirleri tulum peynirlerinden izole edilmistir (Mills ve ark, 2011). Calismalara benzer olarak,
bu ¢alismada L. lactis sus 1L6288 tulum peynirinden izole edildi.

Yogurtta tiim fermentasyon metabolizmast  starter  kiiltiirler  tarafindan
diizenlenmektedir. Yogurt iiretiminde starter kiiltiir olarak S. thermophilus ve L. delbrueckii
subsp. bulgaricus kullanilmaktadir (Bilkova ve ark, 2011). Arastirmacilara paralel olarak, bu
caligmada L. paracasei sus ZFM54 ve L. reuteri sus SKB1241 izolatlar1 yogurttan izole
edildi. Kefir mikroflorasinin arastirildigi bir ¢alismada, Lactobacillus spp. ve Leuconostoc
spp.’nin florada baskin cinsler olduklar1 belirtilmistir. Calismada ayrica, L. mesenteroides,
L. casei, L. brevis ve L. caucasicum bakteri tiirleri izole edilmistir (Simova ve ark, 2002).
Arastirmacilara paralel olarak, bu ¢aligmada L. mesenteroides sus Le8 kefirden izole edildi.

Izolatlarin tiir diizeyinde belirlenebilmesi igin yapilan 16S rRNA PZR islemi
sonrasinda sekans analizleri degerlendirildi. Sekans analizleri sonuglarina gore ¢alismada; iKi
adet (%16.7, 2/12) L. mesenteroides (L. mesenteroides sus Le8, L. mesenteroides subsp.
mesenteroides sus CAU4374), bir adet (%8.3, 1/12) P. parvulus sus 2.6, bir adet (%8.3, 1/12)
L. lactis sus L6288 ve sekiz adet (%66.7, 8/12) Laktobasil susu (L. paracasei sus RV-M192,
L. reuteri sus J33, L. rhamnosus sus SRMPB19, L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus ND04,
L. paracasei sus ZFM54 L. coryniformis sus MXJ 32, L. alimentarius sus HBUAS52461, L.
reuteri sus SKB1241) izole edildi.

LAB gibi kommensal bakterilerin, patojenler icin direng genlerin rezervuari

olabilecegi diistiniilmektedir. Yapilan pek ¢ok g¢alismada, LAB’ m antibiyotik direncinin
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insanlarda artmasindaki temel etmenlerden biri olabilecegi bildirilmistir. Bu nedenle, hem
izolatlarm hem de metabolitlerinin giivenli kullanimi1 agisindan antibiyotik duyarlilik
profillerinin dogru kriterlere gore degerlendirilmesi gerekmektedir. Antibiyotik duyarlilik
testleri birgok yontem ile saptanabilmektedir. Difiizyon yontemleri gibi kalitatif veya yari-
kalitatif yontemler, dolayli olarak MIK degerlerini belirlemek igin yaygin olarak
kullanilmasma ragmen, giiniimiizde EFSA tarafindan kabul edilmezler (EFSA, 2012).
Gradiyent difiizyon (E-test) testi, laktik asit bakterilerinin antibiyotik duyarlilik profillerini
dogru bir sekilde ortaya koyan en giivenilir yontemlerden biridir. Bu nedenle, ¢alismada E-
test yontemi tercih edilip, sonuglar EFSA dokiimaninda yer alan kriterler dogrultusunda
degerlendirildi. Ozellikle, antibiyotik duyarlilik testleri sonucunda giivenli kabul edilen
izolatlar deneylerde kullanildu.

Mayrhofer ve ark (2008) L. acidophilus grubunda yer alan 104 bakteri susunun
antibiyotik  duyarliliklarin1  arastirdiklar1 ~ ¢alismalarinda; mikrodilisyon ve E-test
yontemleriyle belirlenen MIK degerlerini gosteren sonuglarm, disk difiizyon metodu ile
belirlenen inhibisyon zon gaplariyla korelasyon gosterdiklerini degerlendirmislerdir.

Carasi ve ark (2014) farkli L. kefiri suslarinin segili sekiz antibiyotige karsi
duyarliliklarini incelemisler ve tiim suslarin tetrasiklin, klindamisin, streptomisin, ampisilin,
eritromisin, kanamisin ve gentamisine karsi duyarli olduklarini, iki susun ise kloramfenikole
direncli olduklarini bildirmislerdir.

Korhonen ve ark (2010) 75 farkli L. rhamnosus suslarinin antibiyotik duyarliliklarini
mikrodiliisyon ve E-test yontemleriyle degerlendirmisler; ¢ogunun ampisiline klindamisin,
eritromisin, gentamisin, streptomisin ve tetrasikline duyarl, ii¢ susun ise klindamisin,
eritromisin ve streptomisine direngli olduklarini belirlemislerdir.

EFSA dokiimaninda vankomisine dogal direngli suslarin vankomisin duyarliliklarinin
degerlendirilmeleri gerekli bulunmadigr i¢in (EFSA, 2012), yalnizca L. alimentarius sus
HBUAS52461, L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus ND04 ve L. lactis sus IL6288
izolatlarinin vankomisin duyarlilik profilleri incelendi ve hepsi vankomisin duyarli olarak
degerlendirildi. Ayrica, tiim izolatlarin gentamisin, klindamisin, streptomisin ve tetrasiklin
antibiyotiklerine duyarli oldugu belirlendi.

LAB izolatlarinin aktif kiiltiir ve hiicresiz siipernatantlarinin patojenler iizerindeki
antimikrobiyal aktivitelerinin degerlendirildikleri mevcut ¢alismalar, in vitro, hayvan modelli
ya da klinik ¢aligmalar olarak ayrilmaksizin degerlendirildiginde: L. plantarum, L. cassei,
L. acidophilus, L. rhamnosus, L. fermentum, B. breve ve B. longum suslarinin en ¢ok

kullanilan probiyotikler oldugu goriilmektedir. Arastirmacilardan bazilari, probiyotik LAB
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suslar1 tarafindan iiretilen slipernatantlar1 veya ekstraktlar1 kullanirken (Ramos ve ark, 2012;
Mohammedsaeed ve ark, 2014; Lopes ve ark, 2017; Onbas ve ark, 2018), bazilari, aktif
kiiltiirlerini kullanmistir. Bazi arastirmacilar ise, birden fazla probiyotik LAB susunu ayni
anda kullanmistir (Thomas ve ark, 2011; Prince ve ark, 2012; Al-Malkey ve ark, 2017; Lopes
ve ark, 2017; Li ve ark, 2018). Literatiirde yer alan ¢aligmalarin amaglarina benzer olarak, bu
calismada izole edilen laktik asit bakterilerinin aktif kiiltiir ve hiicresiz siipernatantlarinin,
secili patojenler tizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri degerlendirildi.

Bugiline kadar probiyotiklerin cesitli patojenlere karsi antimikrobiyal etkilerini
aragtiran in Vitro calismalarda kullanilan ana teknikler degerlendirildiginde; agar-kuyu
difiizyon testi ve farkli varyasyonlar1 karsimiza ¢ikmaktadir (Jones ve ark, 2010; Varma ve
ark, 2011; Al-Malkey ve ark, 2017; Lopes ve ark, 2017; Onbas ve ark, 2018; Fijan ve ark,
2019).

Kumar ve ark (2017) tairu (geleneksel Hint ev yapimi lor) ve kefirden LAB izole
etmig ve antimikrobiyal aktivite deneylerinde agar spot, agar kuyu difiizyon, biyofilm
deneylerinde ise, kristal viyole yontemini uygulamislardir. Agar spot testinde izolatlarin aktif
kiiltiirlerinin, agar kuyu difiizyon testinde ise hiicresiz siipernatantlarin test patojenlerine karsi
gosterdikleri inhibisyon etkiler degerlendirilmistir.

Arastirmacilara paralel olarak, bu calismada da LAB izolatlarinin antimikrobiyal
aktivitelerinin degerlendirilmesinde, aktif kiiltiirler i¢in agar spot, hiicresiz siipernatantlar igin
agar kuyu difiizyon testleri tercih edildi. Biyofilm calismalarinda ise kristal viyole yontemi
uygulandi.

Koohestani ve ark (2018) L. acidophilus LA5 ve L. casei 431 suslarina ait hiicresiz
slipernatantlarin, S. aureus ATCC 25923 iizerindeki antimikrobiyal ve biyofilm yikici
ozelliklerini arastirdiklar1 calismada; hiicresiz siipernatantlar (HS), MRS siv1 besiyerinde
37°C’ de 48 saat inkiibe edilen laktik asit bakterilerinden elde edilmistir. Agar kuyu difiizyon
yontemi uygulanmis, HS’lerden agilan kuyulara 100 pL ilave edilmis ve 37°C’ de inkiibasyon
sonrast zon ¢aplar1 degerlendirilmistir. Jeong ve ark (2018) kefirden izole ettikleri
Lactobacillus suslar1 (L. kefiranofaciens DD2, DD5 ve DD6) ve standart kiiltiir olan
Lactobacillus suslarina (L. plantarum ATCC 10,012, L. johnsonii JCM 1022 ve L.
rhamnosus ATCC 7469) ait hiicresiz siipernatantlarin, Streptococcus mutans ve Streptococcus
sobrinus tizerindeki antimikrobiyal ve biyofilm olusturmalarini inhibe edici &zelliklerini
arastirdiklar1 calismada; hiicresiz siipernatantlar, MRS sivi besiyerinde 37°C’de 72 saat
inkiibe edilen laktik asit bakterilerinden elde edilmistir. Arastirmacilarin kullanmis olduklari

metoda paralel olarak, bu calismada da, LAB izolatlari, MRS sivi besiyerinde (%1, v/v)
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37°C’de 24, 48 ve 72 saat inkiibe edildikten sonra, 4°C’de 20 dakika 4000 x g’ de santrifiij
edilip, 0.22 lik filtreden gegirilerek hazirlandi.

Bu calismada, laktik asit bakterilerine ait aktif kiiltiirlerin test patojenleri tizerindeki
antimikrobiyal aktivitesi degerlendirildiginde; toplam 12 laktik asit izolatindan, 6 tanesinin
(%50) yalnizca Pseudomonas suslarina karsi, 4 tanesinin (%33.3) tiim patojen bakteri
suslarina kars1 inhibisyon etki gosterdigi ve 2 tanesinin (%16.7) tiim patojen suslarina karsi
etki gostermedigi tespit edildi. Ayrica, yalnizca P. parvulus sus 2.6, L. paracasei sus RV-
M192, L. paracasei sus ZFM54 ve L. coryniformis sus MXJ 32 aktif kiiltiirlerinin, tiim
patojen bakteri suslarina karsi inhibisyon etki gosterdigi belirlendi. L. reuteri sus J33, L.
rhamnosus sus SRMPBI19, L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus ND04, L. mesenteroides sus
Le8, L. mesenteroides subsp. mesenteroides sus CAU4374 ve L. lactis sus 1L6288 aktif
kiiltiirlerinin, patojen bakteri suslari igerisinden yalnizca P. aeruginosa iizerinde inhibisyon
etki gosterdigi ve L. alimentarius sus HBUAS52461 ve L. reuteri sus SKB1241 aktif
kiiltirlerinin ise, tiim patojen bakterilere kars1 inhibisyon etki gostermedigi tespit edildi.

Sikorska ve Smoragiewicz (2013) MRSA iizerinde en yiiksek antimikrobiyal
aktiviteye sahip LAB tiirlerinin: L. reuteri, L. rhamnosus GG, L. paracasei, L. acidophilus, L.
casei, L. plantarum, L. bulgaricus, L. fermentum ve L. lactis olduklarini degerlendirmislerdir.
Yi ve ark (2016) L. coryniformis XN8 susunun, S. aureus iizerinde yiiksek inhibe edici
yetenege sahip olmakla birlikte, diger pek ¢ok patojen mikroorganizma iizerindeki etki
spektrumunun da genis oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilara paralel olarak, bu ¢aligmada
izole edilen L. coryniformis sus MXJ 32 aktif kiiltiirlerinin, tim patojen bakteri suslari
tizerinde inhibisyon etki gosterdigi belirlendi.

Malvisi ve ark (2016) yapmis olduklari bir ¢alismada, L. lactis tarafindan iiretilen nisin
A Dbakteriyosinin, MRSA suslarin gelisimlerini inhibe edici ve oldiiriicii etkilerini ortaya
koymuslardir. Charlier ve ark (2009) ise, L. lactis’ in S. aureus patojenine spesifik
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu belirlemislerdir. Saha ve ark (2017) tarafindan
yapilan bir ¢aligmada, L. lactis’ ten elde edilmis, ¢ok islevli bir dogal bagisiklik proteini olan
Lipocalin-2 (Len2)’nin, E. coli’ nin biiylimesini inhibe ettigini ve enterobaktin sideroforunun
biyolojik aktivitesini azalttigini bildirmislerdir. Bu ¢alismada ise, izole edilen L. lactis 1L6288
aktif kiltirtiniin P. aeruginosa tizerinde en yiiksek antimikrobiyal etkiye sahip oldugu
belirlendi.

Altuntas ve ark (2010) fermente siit triinlerinden LAB izole ettikleri ¢alismalarinda;

izolatlarin S. aureus’a kars1 antimikrobiyal etkisini agar spot ve kuyu difiizyon yontemleriyle
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degerlendirmislerdir. Arastirmacilar, izolatlarin ¢ogunun patojen suslar {izerinde inhibe edici
etkilere sahip olduklarini bildirmislerdir.

Bhola ve Bhadekar (2019) laktobasillerin, ¢oklu antibiyotik direnci olan S. aureus’ un
klinik izolatlar1 tizerindeki potansiyel antibakteriyel etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada: L.
plantarum (NCIB 6376), L. acidophilus (ATCC 11975) ve L. casei subsp. rhamnosus (ATCC
7469) standart suslarinin giiglii inhibisyon etkilere sahip olduklarini bildirmislerdir. Abedi ve
ark (2013) L. delbrueckii subsp bulgaricus aktif kiiltiirlerinin, E. coli’ ye karsi yiiksek
antimikrobiyal etki gosterdigini degerlendirmislerdir. Bu ¢alismada ise, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus sus ND04 aktif kiiltiirlerinin patojen bakteriler igerisinden, yalnizca P. aeruginosa
tizerinde inhibisyon etki gosterdigi belirlendi.

Bu calismada, LAB izolatlarina ait hiicresiz silipernatantlarin antimikrobiyal
aktiviteleri agar kuyu difiizyon testleri ile belirlenip: Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus sus ND04 ve Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides sus CAU4374
hiicresiz siipernatantlarinin (%16.7, 2/12) yalnizca Pseudomonas suslarina, Pediococcus
parvulus sus 2.6, Lactobacillus paracasei sus RV-M192, Lactobacillus paracasei sus ZFM54
ve Lactobacillus coryniformis sus MXJ 32 hiicresiz slipernatantlarinin (%33.3, 4/12) tiim
patojen bakteri suslarina karsi inhibisyon etki gosterdigi degerlendirildi. Ayrica, Pediococcus
parvulus sus 2.6, Lactobacillus paracasei sus RV-M192, Lactobacillus reuteri sus J33,
Lactobacillus rhamnosus sus SRMPB19, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus sus
NDO4, Lactobacillus paracasei sus ZFM54, Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides
sus CAU4374, Lactococcus lactis sus 1L6288 ve Lactobacillus coryniformis sus MXJ 32
hiicresiz slipernatantlarinin (HS-72) P. aeruginosa 9027 (%75, 9/12) patojenine, Leuconostoc
mesenteroides sus Le8 ve Lactobacillus reuteri sus SKB1241 hiicresiz siipernatantlarinin
(HS-72) ) S. aureus ATCC 35556 (%16.7, 2/12) patojenine ve Lactobacillus alimentarius sus
HBUAS52461 her iki patojen bakteri suslarina (%8.3, 1/12) kars1 en yiiksek inhibisyon etki
gosterdigi belirlendi.

Yapilan tim LAB izolatlarina ait HS uygulamalart (HS-24, HS-48 ve HS-72)
icerisinden, patojenlere karsi kaydedilen en yiiksek inhibiyon zon caplari: P. aeruginosa
ATCC 15692 susu i¢in L. paracasei sus ZFM54 (25 mm/giiglii etki) ait HS-72 uygulamasiyla,
P. aeruginosa ATCC 27853 susu i¢in L. rhamnosus sus SRMPB19 (25 mm/gii¢li etki) ait
HS-72 uygulamasiyla, P. aeruginosa ATCC 9027 susu igin L. paracasei sus RV-M192
(30,67+£0,5 mm/giiglii etki) ait HS-72 uygulamasiyla, S. aureus ATCC 35556 susu igin L.
mesenteroides sus Le8 (26 mm/giiclii) ait HS-72 uygulamasiyla, S. aureus ATCC 29213 susu
icin P. parvulus sus 2.6 (10,22 mm/orta etki) ait HS-24 uygulamasiyla, S aureus ATCC 33591
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susu i¢in L. rhamnosus sus SRMPB19 (25,33 mm/giiclii etki) ait HS-72 uygulamasiyla, S.
aureus ATCC 6538 susu i¢in L. paracasei sus RV-M192 (20,33 mm/giiglii etki) ait HS-72
uygulamasiyla, S. aureus ATCC 25923 susu i¢in L. paracasei sus RV-M192 (17,67 mm/orta
etki) HS-72 uygulamasiyla oldugu belirlendi.

Kumar ve ark (2017) tairu (geleneksel Hint ev yapimi lor) ve kefirden laktik asit
bakterisi izole ettikleri ¢alismada; yapilan 16S rRNA PZR analizleri sonucunda izolatlarin L.
casei ve L. plantarum tiirleri olduklarini belirlemisler ve MRSA (S547) patojeni tizerindeki
antimikrobiyal aktivitelerini arastirmiglardir. Antimikrobiyal aktivite deneylerinde agar spot
ve agar kuyu difiizyon, biyofilm deneylerinde ise kristal viyole yontemi uygulanmistir.
Yapilan agar spot testinde, izolatlarin aktif kiiltiirleri kullanilmis, L. casei (27.0 + 1.0 mm) ve
L. plantarum i¢in (23.3 =1.5 mm) inhibisyon zon ¢aplari belirlenmistir. Agar kuyu diflizyon
testinde kullanilmak {iizere, izolatlara ait hiicresiz siipernatantlar (HS) 24 saat inkiibasyona
birakilan kiltiirlerden elde edilmis ve pH’lar1 1 M NaOH ile 6.7°e ayarlanmigtir. Yapilan
noétralizasyon islemi sonrasinda, L. plantarum izolatina ait HS’lerin MRSA {izerinde
inhibisyon etkinlikleri gozlenmezken, L. casei ait HS’lerde patojenlere karsi inhibisyon
zonlar1 (12.7£1.5 mm) belirlenmistir. L. plantarum izolatina ait HS’lerin MRSA {izerindeki
inhibe edici etkisinin organik asit veya hidrojen peroksitten kaynaklandig: bildirilmistir.

Ren ve ark (2018) gesitli ev yapimi fermente gidalardan L. plantarum (L2, L16, T4 ve
T8), L. pentosus (L19 ve S6) ve L. paracasei (H9) laktik asit bakterilerini izole etmisler ve S.
enterica (ATCC 14028), S. aureus (ATCC 6538), E. coli (ATCC 8739), B. cereus Frankland
(CICC 20551) suslarma kars1 potansiyel antimikrobiyal aktivitelerini degerlendirmislerdir.
Indikatdr test bakterileri iizerindeki inhibisyon zon capmin >13 mm’den yiiksek oldugu
degerlendirilirken, HS’ lerin E. coli ve Bacillus patojenlerinden ziyade, S. aureus ve
Salmonella spp. tizerinde inhibitor etki gosterdikleri saptanmustir.

Stefania ve ark (2017) L. acidophilus ATCC 4356, L. lactis ATCC 11454, L. casei
ATCC 334, L. reuteri ATCC 55148 ve S. boulardii ATCC MYA-796 (Sh48)
probiyotiklerinin, S. aureus ATCC 29213 ve E. coli ATCC PTA-7296 iizerindeki
antimikrobiyal aktivitelerini  arastirdiklar1  calismada; probiyotiklere ait hiicresiz
slipernatantlarin, S. aureus ATCC 29213 patojenine kars1 daha etkili oldugunu bildirmislerdir.
Bilkova ve ark (2011) laktik asit izolatlarma (L. murinus, L. mucosae, L. reuteri, L.
rhamnosus ATCC 53103, L. plantarum DSM 9843, L. reuteri ATCC 55845 ve L. reuteri
ATCC 55370) ait hiicresiz siipernatantlarin, S. aureus ATCC 6538 iizerinde antimikrobiyal
aktivitelerini agar kuyu diflizyon teknigi ile degerlendirdikleri caligmada; en yiiksek inhibitor

etkinin L. mucosae hiicresiz silipernatatina ait oldugunu belirlemislerdir. Ayrica,
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stipernatantlara (10 dk./60 °C: 60 dk./100 °C) isitma iglemi, proteaz uygulamasi ve pH
noétralizasyon iglemleri uygulanmis ve etkileri degerlendirilmistir. Yapilan pH nétralizasyon
islemi sonucunda inhibitor aktivite kaybolurken, diger iki islem sonrasi aktivitenin nispeten
azaldig1 ancak, gézlenmeye devam ettigi bildirilmistir. Ayrica test edilen suslardan S. aureus
ATCC 25923 (15.84+5.0 mm)’iin inhibitor etkilere en direncli sus oldugu belirlenmistir.

Voravuthikunchai ve ark (2006) tarafindan izole edilen L. reuteri suslarina ait hiicresiz
siipernatantlarin, MRSA gibi 6nemli patojenlere kars1 giiclii antimikrobiyal etki gosterdikleri
bildirilmistir.

Abedi ve ark (2013) L. delbrueckii subsp bulgaricus suslarina ait hiicresiz
stipernatantlarinin  E. coli patojenine karsi antimikrobiyal etkisini, disk difiizyon
yontemleriyle degerlendirmisler ve belirlenen inhibitor etkinin laktik asitten kaynaklandigini
bildirmislerdir. Bu c¢alismada ise, L. delbrueckii subsp. bulgaricus suslarina ait hiicresiz
slipernatantlarin, yalnizca Pseudomonas spp. suslarina karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi
ve en yliksek inhibisyon zon ¢apinin P. aeruginosa 9027 i¢in (20 mm) kaydedildigi belirlendi.

Bu calismada, LAB izolatlarina ait aktif kiiltiir ve hiicresiz siipernatantlarinin (HS-24,
HS-48 ve HS-72) antimikrobiyal aktivite bulgulari degerlendirildiginde; her iki uygulama
icin: L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus ND04 ve L. mesenteroides subsp. mesenteroides
sus CAU4374 aktif kiiltir ve hiicresiz siipernatantlarinin (HS-72) indikator bakteriler
icerisinden yalnizca P. aeruginosa tizerindeki inhibisyon etkisinin, P. parvulus sus 2.6, L.
paracasei sus RV-M192, L. paracasei sus ZFM54 ve L. coryniformis sus MXJ 32 aktif kiiltiir
ve hiicresiz slipernatantlarinin (HS-72) tiim patojen bakteriler {izerindeki inhibisyon etkisinin
benzer oldugu tespit edildi.

Yapilan ¢esitli ¢calismalarda laktobasillere ait hiicresiz siipernatantlarin antimikrobiyal
etkilerinin; fermentasyon boyunca iirettigi ve inhibitoér aktiviteden sorumlu ekstraselliiler
antibakteriyel ajanlar olan organik asitlerden (laktik asit, asetik asit, formik asit, fenillaktik
asit, kaproik asit ve propiyonik asit) kaynaklanabilecegi bildirilmistir. Inhibisyon etki,
¢oziinmemis formda bulunan organik asitlerin; hiicre zarindaki yagi ¢6zerek hiicre igine niifuz
etmesi ve hiicre i¢inin normalde ndtr olan pH’sii diisiirerek, hiicrenin inaktivasyonuna yol
acmasi olarak agiklanmistir (Jasim ve ark, 2017; Zamani ve ark, 2017). Bu ¢alismada, laktik
asit izolatlarina ait hiicresiz siipernatantlarin antimikrobiyal aktivitesi degerlendirildiginde; en
yiiksek inhibisyon zon caplarmin HS-72 uygulamasiyla kaydedildigi degerlendirildi.
Kullanilan hiicresiz siipernatantlara ait 24,48 ve 72 saat inkiibasyonlar1 sonunda &lgiilen pH
degerleri, 4 ve 5.5 araliginda degisen degerlerdir. Pek c¢ok arastirmact bu diisiik pH’ nin

slipernatantlarin inhibitdr aktivitelerini etkileyebilecegini, bu nedenle siipernatantlarin
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nodtralizasyon islemi sonrasi etkilerinin degerlendirilmesi gerektigini vurgulamistir. Bu
nedenle, laktik asit bakterilerine ait 72 saatlik hiicresiz siipernatantlar (HS-72) nétralizasyon
islemine tabii tutularak, inhibisyon zon ¢aplariin gézlenmemesi sonucu; inhibisyon etkinin
kayboldugu degerlendirildi. Notralize islemi sonrasinda test edilen N-HS’lerin patojenler
tizerindeki inhibisyon etkilerinin kaybolmasi; s6z konusu etkilerinin organik asitlerden
kaynaklanabilecegini gostermektedir.

Koohestani ve ark (2018) L. acidophilus LA5 ve L. casei 431 suslarina ait hiicresiz
siipernatantlarin, S. aureus ATCC 25923 patojeni iizerindeki antimikrobiyal etkilerini
arastirdiklar1 bir ¢calismada; hiicresiz siipernatantlarin pH’lar1, 1 N NaOH ile nétralize edilmis
ve pH 6.7 olarak ayarlanip uygulanmistir. Notralizasyon iglemi sonrasinda antimikrobiyal
aktivitenin kayboldugu; etkinin organik asit iiretiminden kaynaklandigi ve bakteriyosinle
iliskili olmadigi belirlenmistir. L. acidophilus LAS susunun lactacin B olarak bilinen spesifik
bakteriyosinini, yalnizca starter kiltiirlerle (S. thermophilus ve L. delbrueckii subsp.
bulgaricus) birlikte tiredikleri zaman sentezledigi gosterilmistir (Tabasco ve ark, 2009).

Bilkova ve ark (2011) laktik asit izolatlarmma (L. murinus, L. mucosae, L. reuteri,
L. rhamnosus ATCC 53103, L. plantarum DSM 9843, L. reuteri ATCC 55845 ve L. reuteri
ATCC 55370) ait hiicresiz siipernatantlarin, S. aureus ATCC 6538 iizerinde antimikrobiyal
aktivitelerini agar kuyu diflizyon teknigi ile degerlendirdikleri bir g¢alismada; hiicresiz
siipernatantlarin, pH notralizasyon islemi sonrasinda antimikrobiyal —aktivitelerini
kaybetmesinin nedeninin, organik asit ile iliskili oldugunu bildirmislerdir. Proteinaz K ve 1s1
uygulamalarinin inhibitor aktivite lizerinde az etki ya da etki gostermedigi, yalnizca L. reuteri
ATCC 55730 susunun hiicresiz siipernatantinin 1sidan etkilenebilen antimikrobiyal ajanlara
sahip olabilecegi ve buna bagli olarak inhibisyon aktivitesinin 1s1 uygulamasi sonrasinda
azalmis olabilecegini bildirmislerdir.

Jeong ve ark (2018) kefirden izole ettikleri Lactobacillus suslar1 (L. kefiranofaciens
DD2, DD5 ve DD6) ve standart kiiltiir olan Lactobacillus suslara (L. plantarum ATCC
10,012, L. johnsonii JCM 1022 ve L. rhamnosus ATCC 7469) ait 72 saatlik hiicresiz
slipernatantlarm, S. mutans ve S. sobrinus {izerindeki antimikrobiyal aktivitelerini
arastirdiklar1 ¢alismada: DD2, ATCC 10012, ATCC 7469 ve JCM 1022 suslarinin test
patojenleri lizerindeki antimikrobiyal aktivitelerinin organik asitlerden kaynaklandigini
bildirmislerdir.

Osama ve ark (2017) L. rhamnosus EMCC 1105 ve L. gasseri EMCC 1930 suslarina
ait 24 ve 48 saatlik hiicresiz siipernatantlarin, P. aeruginosa, E. coli ve S. aureus tizerindeki

antimikrobiyal aktivitelerini arastirdiklar1 bir ¢alismada; inhibisyon etkinin organik asitlerden
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kaynaklandigini bildirmislerdir. Zalan ve ark (2010) laktik ve asetik asitlerin, Lactobacillus
spp. suslarmin antimikrobiyal aktivitesine neden olan organik asitler olduklarini
degerlendirmislerdir.

Konu ile ilgili yapilan ¢esitli caligmalarda, LAB’1n uzun siire kiiltiire edilmelerinin,
patojen bakteriler tizerinde giiglii inhibisyon etki gosterebilen etmenlerden biri olabilecegi
bildirilmistir.  Bu  etki  gelisirken  drettigi  karbondioksit  konsantrasyonu ile
iliskilendirilmektedir. Ayrica, laktobasillerin gelistirildikleri anaerobik kosullara kiyasla,
mikroaerofilik ¢evrenin inhibitér aktivite lizerinde daha etkili oldugu diisiiniilmektedir. Bu,
bazi antibakteriyel madde ya da maddelerin iiretimi i¢in oksijen varliginin gerekli oldugunu
ya da destekledigini agiklar niteliktedir (Annuk ve ark, 2003). Cesitli ¢calismalarda laktik asit
bakterileri  tarafindan retilen  Kkarbondioksidin, diisik konsantrasyonlarda bazi
mikroorganizmalarin gelisimini tesvik edici rol oynarken, yiiksek konsantrasyonlarda inhibe
edici etki gosterdigi bildirilmistir (Prince ve ark, 2012). Yapilan bu ¢alismada 24, 48 ve 72
saatlik inkiibe edilmis kiiltiirlere iliskin hiicresiz siipernatantlarin (HS) inhibitor aktivitelerine
bakildiginda; aktivitenin 72 saatlik HS’de en yiiksek oldugu degerlendirildi. Bu nedenle,
calismada LAB’1n uzun siire kiiltiire edilmeleri, antimikrobiyal etkiye sebep olan etmenlerden
biri olarak yorumlanabilir.

Calismada, patojenlerin 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonunda biyofilm olusturma
potansiyelleri  kantitatif —mikrodilisyon plak yontemi ile belirlendi. Sonuglar
degerlendirildiginde; patojenlerin en uygun biyofilm olusturma siirelerinin 48 saat oldugu, S.
aureus ATCC 33591 susunun orta dereceli ve diger patojenlerin gii¢lii biyofilm olusturduklar
tespit edildi. Bu nedenle, ¢alismada kullanilan patojen suslarin biyofilm olusturmalar1 igin
gereken inkiibasyon siiresi 48 saat olarak ayarlandi.

Ersoy ve ark (2019) kistik fibrozis hastalarmin solunum epiteliyle P. aeruginosa
arasindaki etkilesim sonucu bakteride ortaya ¢ikan fenotipik degisiklikleri inceledikleri bir
calismada; yesil floresan protein eksprese eden bir sus olan P. aeruginosa PAO1 i¢in 48 saat
sonunda biyofilm olusumu belirlenmis ve kristal viyole yontemi uygulanmigstir. Plaklar ODsgs
nm dalga boyunda okunmus ve optik dansitesi 1’den biiylik olan izolatlarin biyofilm
olusturdugu kabul edilmistir. Aragtirmacilara paralel olarak, bu ¢alismada da test patojenleri
i¢in en uygun biyofilm olusturma kapasitesi 48 saat olarak belirlendi. Konu ile ilgili yapilan
diger bir ¢alismada ise, P. aeruginosa ATCC 27853 ve S. aureus ATCC 25923 standart
suslarinin biyofilm olusturma kapasiteleri arastirilmig, 48 saat inkiibasyon sonucu suslarin

tamaminda biyofilm olusumu gozlenmistir (Tutar ve ark, 2015).

101



Patojen bakterilerin biyofilm yapilart uzun yillardir calisilan konular arasindadir.
Ancak, LAB gibi probiyotik sayilan yararli bakterilerin biyofilm olusumlari, hatta bu
biyofilmlerin énemli patojenler {izerinde olas1 inhibisyon etkilerinin arastirilmasi daha ¢ok
yenidir. Cesitli arastirmalarda coklu antibiyotik direnci olan bakterilerde bile inhibe edici
etkiler kaydedilmistir (Schellenberg ve ark, 2006; Roghmann ve ark, 2006). Bu nedenle, bu
calismada ¢esitli fermente siit tirtinlerinden izole edilen laktik asit bakterilerine ait hiicresiz
siipertantlarin, patojenlerin biyofilm olusturmalarini inhibe edici ve olusturulan biyofilmleri
yikici etkilerinin degerlendirilmesi amaglandi.

Bu caligmada, hiicresiz silipernatantlarin patojenlerin biyofilm olusturmalarini inhibe
edici ozelliklerinin degerlendirilmesi amaciyla; siipernatanlar patojenlerden 6nce plaklarda 24
saat inkiibe edilip, inkiibasyon sonrasi uzaklastirilip, yerine patojenler eklenerek, 48 saat
inkiibasyona birakildi. Sonuglar degerlendirildiginde: P. parvulus sus 2.6, L. paracasei sus
RV-M192, L. reuteri sus J33, L. rhamnosus sus SRMPB19, L. delbrueckii subsp. bulgaricus
sus NDO4, L. paracasei sus ZFM54, L. mesenteroides sus Le8, L. mesenteroides subsp.
mesenteroides sus CAU4374 (P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in HS-48 ve P. aeruginosa
ATCC 27853 i¢in HS-24 uygulamasi harig), L. lactis sus 1L6288 (P. aeruginosa ATCC
15692, P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in HS-48) (S. aureus ATCC 35556 i¢in HS-24 ve HS-
48 uygulamalari harig), L. coryniformis sus MXJ 32, L. alimentarius sus HBUAS52461 ve L.
reuteri sus SKB1241 (P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in HS-24 uygulamasi harig)’ e ait
hiicresiz slipernatantlarin, her ti¢c uygulama sonucunda patojenlerin pozitif kontrolleri ile
karsilastirildiginda, biyofilm olusturma kapasitelerinde azalma oldugu tespit edildi.

LAB izolatlarina ait hiicresiz siipernatantlar kendi igerisinde degerlendirildiginde; her
bir patojen i¢in yapilan ili¢ uygulamada (HS-24, HS-48 ve HS-72) elde edilen inhibisyon
oranlar igerisinden en yiiksek inhibisyon orani belirlendi. Buna gore: P. aeruginosa ATCC
15692 i¢in en yiiksek inhibisyon orani P. parvulus sus 2.6 %49,9 ile HS-72 uygulamasinda,
L. paracasei sus RV-M192 %49,9 ile HS-72 uygulamasinda, L. reuteri sus J33 %49,9 ile HS-
72, L. rhamnosus sus SRMPBI19 %66,6 ile HS-72 uygulamasinda, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus sus ND04 %73 ile HS-24 uygulamasinda, L. paracasei sus ZFM54 %85,5 ile HS-
24 uygulamasinda, L. mesenteroides sus Le8 %49,9 ile HS-72 uygulamasinda, L.
mesenteroides subsp. mesenteroides sus CAU4374 %66,9 ile HS-72 uygulamasinda, L. lactis
sus 1L6288 %49,9 ile HS-72 uygulamasinda, L. coryniformis sus MXJ 32 %66,6 ile HS-72
uygulamasinda, L. alimentarius sus HBUAS52461 %35,3 ile HS-24 uygulamasinda, L.
reuteri sus SKB1241 %49,9 ile HS-72 uygulamasinda belirlendi.
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P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in en yiiksek inhibisyon orani: P. parvulus sus 2.6
(%38,4) ile HS-24 wuygulamasinda, L. paracasei sus RV-M192 (%79) ile HS-72
uygulamasinda, L. reuteri sus J33 (%78,6) ile HS-72 uygulamasinda, L. rhamnosus
sus SRMPB19 (%73,1) ile HS-72 uygulamasinda, L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus ND04
(%82,3) ile HS-72 uygulamasinda, L. paracasei sus ZFM54 (%81) ile HS-72 uygulamasinda,
L. mesenteroides sus Le8 (%47,1) ile HS-48 uygulamasinda, L. mesenteroides subsp.
mesenteroides sus CAU4374 (%76,5) ile HS-48 uygulamasinda, L. lactis sus IL6288 (%37,7)
ile HS-72 uygulamasinda, L. coryniformis sus MXJ 32 (%71,6) ile HS-72 uygulamasinda, L.
alimentarius sus HBUAS52461 (%76,8) ile HS-72 uygulamasinda, L. reuteri sus SKB1241
(%58,6) ile HS-72 uygulamasinda kaydedildi.

S. aureus ATCC 35556 igin en yiiksek inhibisyon orani: P. parvulus sus 2.6 (%88,5)
HS-72 uygulamasinda, L. paracasei sus RV-M192 (%89,5) ile HS-48 uygulamasinda, L.
reuteri sus J33 (%82,2) ile HS-24 uygulamasinda, L. rhamnosus sus SRMPB19 (%88) ile HS-
72 uygulamasinda, L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus NDO04 (%86) ile HS-72
uygulamasinda, L. paracasei sus ZFM54 (%87,7) ile HS-72 uygulamasinda, L. mesenteroides
sus Le8 (%89,7) ile HS-72 uygulamasinda, L. mesenteroides subsp. mesenteroides sus
CAU4374 (%89,2) ile HS-72 uygulamasinda, L. lactis sus 106288 (%89,5) ile HS-72
uygulamasinda, L. coryniformis sus MXJ 32 (%90,7) ile HS-72 uygulamasinda, L.
alimentarius sus HBUASS52461 (%87,9) ile HS-24 uygulamasinda, L. reuteri sus SKB1241
(%87) ile HS-48 uygulamasinda belirlendi.

S. aureus ATCC 6538 i¢in en yiiksek inhibisyon orani: P. parvulus sus 2.6 (%92,1)
HS-48 uygulamasinda, L. paracasei sus RV-M192 (%91,5) HS-48 uygulamasinda, L. reuteri
sus J33 (%88,6) ile HS-48 uygulamasinda, L. rhamnosus sus SRMPB19 (%86,1) ile HS-24
uygulamasinda, L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus NDO04 (%90,1) ile HS-48
uygulamasinda, L. paracasei sus ZFMS5 (%93) ile HS-72 uygulamasinda, L. mesenteroides
sus Le8 (%89,8) ile HS-24 uygulamasinda, L. mesenteroides subsp. mesenteroides sus
CAU4374 (%92,6) ile HS-48 uygulamasinda, L. lactis sus 106288 (%86) ile HS-48
uygulamasinda, L. coryniformis sus MXJ 32 (%93,3) ile HS-48 uygulamasinda, L.
alimentarius sus HBUAS52461 (%92,1) ile HS-48 uygulamasinda, L. reuteri sus SKB1241
(%89,1) ile HS-48 uygulamasinda belirlendi.

Tiim laktik asit izolatlarina ait hiicresiz silipernatantlar ile ayr1 ayri1 yapilan ii¢
uygulama igerisinden, her bir patojen igin en yiiksek inhibisyon orani belirlendi. Buna gore:
P. aeruginosa ATCC 15692 igin L. paracasei sus ZFM54 izolatina ait HS-24 uygulamasi
(%85,5), P. aeruginosa ATCC 27853 ig¢in L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus NDO04
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izolatina ait HS-72 uygulamasi (%82,3), S. aureus ATCC 35556 igin L. coryniformis sus MXJ
32 izolatina ait HS-72 uygulamasi (%90,7), S. aureus ATCC 6538 igin L. coryniformis sus
MXJ 32 izolatina ait HS-48 uygulamasi (%93,3) kaydedilen en yiiksek inhibisyon oranlaridir.

Laktik asit izolatlarina ait hiicresiz stipernatantlarin  antibiyofilm aktivitesi
degerlendirildiginde; en yiiksek inhibisyon etkinin HS-72 (%56.3, 27/48) uygulamasiyla
kaydedildigi belirlendi. Izolatlara ait 72 saatlik nétr hiicresiz spernatant (N-HS-72)
uygulamasi sonrasinda tiim patojenler i¢in antibiyofilm etkinin; baz1 suslar i¢in kayboldugu,
bazilar1 i¢in azaldig1 veya hemen hemen ayni kalmis oldugu tespit edildi.

L. paracasei sus ZFM54, L. mesenteroides sus Le8, L. lactis sus 106288, L.
coryniformis sus MXJ 32 ve L. alimentarius sus HBUAS52461 izolatlarina ait N-HS-72
uygulamasi sonrasinda, P. aeruginosa ATCC 15692 i¢in antibiyofilm etkinin kayboldugu,
HS-72 inhibisyon oranlariyla kiyaslanarak tespit edildi. L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus
NDO4, L. mesenteroides sus Le8 ve L. lactis sus 106288 izolatlarma ait 72 saatlik notr
hiicresiz spernatant (N-HS-72) uygulamasi sonrasinda, P. aeruginosa ATCC 27853 igin
antibiyofilm etkinin kayboldugu belirlendi. L. rhamnosus sus SRMPBI19, L. delbrueckii
subsp. bulgaricus sus ND04, L. paracasei sus ZFM54 ve L. reuteri sus SKB1241 izolatlarina
ait 72 saatlik notr hiicresiz spernatant (N-HS-72) uygulamas: sonrasinda, S. aureus ATCC
35556 i¢in antibiyofilm etkinin kayboldugu tespit edildi. Tiim LAB izolatlarina ait 72 saatlik
notr hiicresiz spernatant (N-HS-72) uygulamasi sonrasinda, S. aureus ATCC 6538 icin
antibiyofilm etkinin devam ettigi belirlendi.

Bulgasem ve ark (2015) L. plantarum, L. curvatus, P. acidilactici ve P. pentosaceus
izolatlarina ait hiicresiz ~ siipernatanlarin, antibiyofilm yeteneklerini arastirdiklari
caligmalarinda; hiicresiz siipernatantlar1 patojenden dnce ve patojenle beraber olmak iki farkl
sekilde uygulamislar; patojenin biyofilm olusumlarinin 6nemli Olclide inhibe edildigini
bildirmislerdir. Yapilan pek ¢ok c¢alismada, baz1 laktik asit bakterileri hiicresiz
slipernatantlarinin, patojenlerin ylizeye olan adezyonunu azalttiklar1 bildirilmistir. Yiizeye
olan adezyonun inhibisyonu, siipernatantlarin ortamin daha hidrofilik hale getirmis olmasiyla
agiklanmaktadir. S6z konusu bu inhibisyon etki sayesinde, Lactobacillus spp.’ e ait hiicresiz
slipernatantlarin igerdigi biyosiirfaktan maddenin; katater, protez, stent gibi medikal cihazlarin
P. aeruginosa ve S. aureus enfeksiyonlarindan korunmasinda 6nemli bir rol oynayabilecegi
diistiniilmektedir (Mathur ve ark, 2018; Yan ve ark, 2019). HS’ler bakterinin hiicre yiizeyinde
degisikliklere yol acan eksopolisakkaritler yoluyla; biyofilm olusumunda gorevli gen
ekspresyonlarini inhibe eden sinyal molekiillerinin baglanmasin1 engelleyerek antibiyofilm

etki gosterebilmektedir.

104



Bu calismada hiicresiz siipernatantlarin, patojenlerin biyofilm olusturmalarini inhibe
edici olas1 ozelliklerinin degerlendirilmesi amaciyla siipernatantlar, patojenler ile beraber
inkiibasyona birakildi. 48 saat inkiibasyon sonucunda patojenlerin biyofilm olusturma
potansiyelleri, pozitif kontrolleri ile karsilastirilarak belirlendi. Sonuglar degerlendirildiginde;
tim laktik asit bakterilerine ait hiicresiz slipernatantlarin uygulanmasi sonrasi, patojenlerin
biyofilm olusturma kapasitelerinde azalma oldugu tespit edildi (L. mesenteroides subsp.
mesenteroides sus CAU4374 izolatinin, S. aureus ATCC 35556 patojenine uygulanan HS-24
uygulamasi haric).

Laktik asit izolatlarina ait hiicresiz  siipernatantlar  kendi igerisinde
degerlendirildiginde; her bir patojen i¢in yapilan li¢ uygulamada elde edilen inhibisyon
oranlart igerisinden en yiiksek inhibisyon orani belirlendi. Buna gore: P. aeruginosa ATCC
15692 i¢in en yiiksek inhibisyon orani P. parvulus sus 2.6 (%95) ile HS-72 uygulamasinda, L.
paracasei sus RV-M192 (%95) ile HS-72 uygulamasinda, L. reuteri sus J33 (%95,3) ile HS-
72 uygulamasinda, L. rhamnosus sus SRMPB19 (%95,8) ile HS-72 uygulamasinda, L.
delbrueckii subsp. bulgaricus sus ND04 (%94,8) ile HS-72 uygulamasinda, L. paracasei sus
ZFM54 (%94,7) ile HS-72 uygulamasinda, L. mesenteroides sus Le8 (%95,7) ile HS-72
uygulamasinda, L. mesenteroides subsp. mesenteroides sus CAU4374 (%93) ile HS-72
uygulamasinda, L. lactis sus 1L6288 (%96) ile HS-72 uygulamasinda, L. coryniformis sus
MXJ 32 (%95,8) ile HS-72 uygulamasinda, L. alimentarius sus HBUAS52461 (%94,5) ile
HS-72 uygulamasinda, L. reuteri sus SKB1241 (%94,7) ile HS-72 uygulamasinda kaydedildi.

P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in en yiiksek inhibisyon orani: P. parvulus sus 2.6
(%95,3) ile HS-72 uygulamasinda, L. paracasei sus RV-M192 (%94,8) ile HS-72
uygulamasinda, L. reuteri sus J33 (%92,3) ile HS-24 uygulamasinda, L. rhamnosus sus
SRMPB19 (%95,2) ile HS-72 uygulamasinda, L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus ND04
(%94,2) ile HS-48 wuygulamasinda, L. paracasei sus ZFMS54 (%94,7) ile HS-48
uygulamasinda, L. mesenteroides sus Le8 (%95,2) ile HS-72 uygulamasinda, L.
mesenteroides subsp. mesenteroides sus CAU4374 (%94,7) ile HS-72 uygulamasinda, L.
lactis sus 1L6288 (%95,7) ile HS-72 uygulamasinda, L. coryniformis sus MXJ 32 (%95,5) ile
HS-72 uygulamasinda, L. alimentarius sus HBUAS52461 (%93,8) ile HS-24 uygulamasinda,
L. reuteri sus SKB1241 (%91,2) ile HS-72 uygulamasinda belirlendi.

S. aureus ATCC 35556 igin en yiiksek inhibisyon orani: P. parvulus sus 2.6 (%92,7)
HS-72 uygulamasinda, L. paracasei sus RV-M192 (%92,2) ile HS-72 uygulamasinda, L.
reuteri sus J33 (%93,7) ile HS-72 uygulamasinda, L. rhamnosus sus SRMPB19 (%93) ile HS-
72 uygulamasinda, L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus NDO04 (%94) ile HS-72
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uygulamasinda, L. paracasei sus ZFM54 (%94) ile HS-72 uygulamasinda, L. mesenteroides
sus Le8 (%94) ile HS-72 uygulamasinda, L. mesenteroides subsp. mesenteroides sus
CAU4374 (%94) ile HS-72 uygulamasinda, L. lactis sus I1L6288 (%93) ile HS-72
uygulamasinda, L. coryniformis sus MXJ 32 (%94) ile HS-72 uygulamasinda, L. alimentarius
sus HBUASS52461 (%94) ile HS-72 uygulamasinda, L. reuteri sus SKB1241 (%94,2) ile HS-
72 uygulamasinda kaydedildi.

S. aureus ATCC 6538 i¢in en yiiksek inhibisyon orani: P. parvulus sus 2.6 (%94,8)
HS-24 ve HS-48 uygulamasinda, L. paracasei sus RV-M192 (%96,2) HS-72 uygulamasinda,
L. reuteri sus J33 (%95,5) ile HS-72 uygulamasinda, L. rhamnosus sus SRMPB19 (%94,5) ile
HS-72 uygulamasinda, L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus NDO04 (%94,3) ile HS-24
uygulamasinda, L. paracasei sus ZFM54 (%95,2) ile HS-24 uygulamasinda, L. mesenteroides
sus Le8 (%94,8) ile HS-24 uygulamasinda, L. mesenteroides subsp. mesenteroides sus
CAU4374 (%95,5) ile HS-72 uygulamasinda, L. lactis sus 106288 (%94,5) ile HS-72
uygulamasinda, L. coryniformis sus MXJ 32 (%95,8) ile HS-24 uygulamasinda, L.
alimentarius sus HBUAS52461 (%96) ile HS-72 uygulamasinda, L. reuteri sus SKB1241
(%95,8) ile HS-72 uygulamasinda belirlendi.

Tim laktik asit izolatlarina ait hiicresiz siipernatantlar ile ayri ayri1 yapilan ii¢
uygulama igerisinden, her bir patojen igin en yiiksek inhibisyon orani belirlendi. Buna gore:
P. aeruginosa ATCC 15692 igin L. lactis sus IL6288 izolatina ait HS-72 uygulamasi (%96),
P. aeruginosa ATCC 27853 i¢gin L. lactis sus IL6288 izolatina ait HS-72 uygulamasi (%95,7),
S. aureus ATCC 35556 i¢in L. reuteri sus SKB1241 izolatina ait HS-72 uygulamasi (%94,2),
S. aureus ATCC 6538 icin L. paracasei sus RV-M192 izolatina ait HS-72 uygulamasi
(%96,2) en yiiksek inhibisyon oranlaridir.

Laktik asit izolatlarma ait hiicresiz siipernatantlarin antibiyofilm aktivitesi
degerlendirildiginde; en yiiksek inhibisyonun etkinin HS-72 (%81.3, 39/48) uygulamasiyla
kaydedildigi belirlendi. Bu nedenle, laktik asit bakterilerine ait 72 saatlik hiicresiz
stipernatantlar (N-HS-72) nétralizasyon islemine tabii tutulmus ve optik dansiteleri (ODsgs)
degerlendirildi. N-HS-72 uygulama sonrasi inhibisyon oranlari; bazi izolatlara ait HS
uygulamalarinda azalirken, bazilarinda HS-72 inhibisyon oranlarina yakin oldugu belirlendi.

Tim laktik asit izolatlarina ait 72 saatlik nétr hiicresiz siipernatantlar (N-HS-72)
degerlendirildiginde: L. paracasei RV-M192, L. coryniformis MXJ 32, L. alimentarius
HBUAS52461 ve L. mesenteroides Le8 izolatlarina ait notr hiicresiz siipernatantlarin (N-HS-

72) patojenler ile 48 saat inkiibasyonu sonucu, biyofilm olusturma potansiyellerinin 6nemli
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derecede inhibe edildigi belirlendi. Ayrica, N-HS-72 uygulamasi sonucu da inhibisyon
etkilerinin devam ettigi saptandi.

Khiralla ve ark (2015) L. pentosus, L. plantarum ve L. pentosus HG izolatlarina ait
hiicresiz siipernatantlarin B. cereus ve P. aeruginosa patojenlerine karsi antimikrobiyal ve
antibiyofilm etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada; hiicresiz slipernatantlar izolatlarin 24 saatlik
kiiltiirlerinden elde edilmis ve patojen ile beraber 96 kuyucuklu plaklara inokiile edilerek,
37°C 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Kristal viyole yontemi ile plaklar boyanip, mikroplak
okuyucuda ol¢limleri yapilmistir. Arastirmacilar, hiicresiz siipernatantlarin her iki patojenin
biyofilm olusumlarint énemli derecede azalttiklarini bildirmislerdir. S6z konusu antibiyofilm
etki; patojenlerin iremelerinin inhibe edilmesinden ziyade, mikroplak yiizeye olan adezyonun
inhibisyonu ya da organik asitler (asetik asit ve laktik asit), bakteriyosin ve siipernatant
icerisinde yer alan diger inhibitdr maddeler ile patojenlerin ¢ekirdek algilama (QS)
sistemlerinin inhibe edilmesi seklinde aciklanmaistir.

Jeong ve ark (2018) kefirden izole ettikleri Lactobacillus suslart (L. kefiranofaciens
DD2, DD5 ve DD6) ve standart bakteri kiiltiirii olan Lactobacillus suslarma (L. plantarum
ATCC 10,012, L. johnsonii JCM 1022 ve L. rhamnosus ATCC 7469) ait 72 saatlik hiicresiz
slipernatantlarinin, S. mutans ve S. sobrinus iizerindeki antimikrobiyal ve biyofilm
olusturmalarimi inhibe 6zelliklerini arastirdiklar: bir ¢alismada: DD2, ATCC 10012, ATCC
7469 ve JCM 1022 suglarinin test patojenlerinin gelisimlerini ve biyofilm olusumlarini inhibe
ettiklerini bildirmislerdir. Arastirmacilar, belirlenen inhibisyonun biyofilm olusumunda rol
oynayan genlerin inhibe edilmesiyle iliskili oldugunu diisiinmektedir. Kullanilan patojen
suglar farkli olmasina ragmen, bu ¢alismada da laktik asit bakterilerine ait 72 saatlik hiicresiz
sipernatantlarin (HS-72) patojenlerin biyofilm olusturma kapasitelerini onemli derecede
inhibe ettikleri degerlendirildi.

Rao ve ark (2015) L. plantarum ve L. pentosus suslarina ait siipernatantlarin,
P. aeruginosa ve K. pneumonia patojenlerine kars1 gosterdikleri antibiyofilm etkilerin tiretilen
organik asitler ile gerceklestirildigini bildirmislerdir.

Hor ve Liong (2014) ¢esitli siit, yogurt ve fermente tiriinlerden izole ettikleri 87 laktik
asit izolatlara ait hiicresiz silipernatantlarin, cilt patojeni olan S. aureus iizerindeki
antimikrobiyal aktivitelerini degerlendirdikleri ¢alismada: L. bulgaricus FTDC 8611 izolatina
ait hiicresiz slipernatantin digerlerine kiyasla, S. aureus’ un biyofilm olusumunu 6nemli
Olciide engelledigi degerlendirilmistir. Yapilan yiiksek performans sivi kromotografisi

(HPLC) analizler sonucunda, hiicresiz siipernatantlarin igerisinde yer alan; laktik asit, asetik
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asit, hidrojen peroksit ve diasetil bilesiklerinin antimikrobiyal aktiviteden sorumlu olduklari
belirlenmistir.

Bu c¢alismada, laktik asit izolatlarina ait hiicresiz siipernatantlar, patojenler tarafindan
48 saat inkiibasyon sonrasinda olusturulan biyofilm yapilarinin oldugu kuyulara eklenip,
biyofilm yikict etkileri arastirildi. Buna gore; tiim laktik asit bakterilerine ait hiicresiz
slipernatantlarin, her ii¢ uygulama sonunda patojenlerin pozitif kontrolleri ile
karsilastirildiginda, patojenlerin biyofilm yapilarimi1 yiizde yiiz yikamadigi belirlendi. P.
parvulus sus 2.6 a ait tiim HS uygulamalar1 sonucu, S. aureus ATCC 35556 patojenine karsi
inhibisyon etki gézlenmezken, S. aureus ATCC 35556 i¢in L. delbrueckii subsp. bulgaricus
sus ND04 HS-24 ve S. aureus ATCC 6538 i¢cin HS-72 uygulamalar1 sonucu inhibisyon etki
belirlenmemistir. S. aureus ATCC 35556 igin L. mesenteroides subsp. mesenteroides sus
CAUA4374, L. alimentarius sus HBUAS52461, L. coryniformis sus MXJ 32 HS-24
uygulamalar1 ve S. aureus ATCC 6538 igin L. mesenteroides sus Le8 ve L. alimentarius sus
HBUAS52461 HS-48 uygulamalari sonucu inhibisyon etki kaydedilmemistir.

Yapilan bu ¢alismada, HS uygulamalari sonucu bazi patojenlere karsi inhibisyon etki
belirlenirken, bazilari igin inhibisyon etki kaydedilmedi. P. parvulus sus 2.6’ a ait tim HS
uygulamalari sonucu S. aureus ATCC 35556 patojenine karsi inhibisyon etki belirlenmedi. P.
aeruginosa ATCC 27853 i¢in HS-24 uygulamasinda inhibisyon etki gézlenmezken, HS-48
ve HS-72 uygulamalarinda belirlenen etkinin, N-HS-72 uygulamasi sonrasi tekrar kayboldugu
saptanmustir. S. aureus ATCC 35556 i¢in L. paracasei sus RV-M192’ a ait HS-24 ve HS-48
uygulamalarinda inhibisyon etki gozlenmezken, HS-72 uygulamasi sonrasi etki kaydedildi
(%24,8). N-HS-72 uygulamasi sonrasti ise inhibisyon etkinin degismedigi belirlendi. S. aureus
ATCC 6538 igin L. reuteri sus J33’e ait HS-24 uygulamasinda inhibisyon etki gézlenmezken,
HS-48 ve HS-72 uygulamalar1 sonras1 etki kaydedildi. S. aureus ATCC 35556 i¢in L.
rhamnosus sus SRMPB19’a ait HS-24 ve HS-48 uygulamalarinda inhibisyon etki
gbzlenmezken, HS-72 uygulamasi sonrasi etki belirlendi. S. aureus ATCC 35556 igin L.
paracasei sus ZFM54’e ait HS-24 ve HS-48 uygulamalarinda inhibisyon etki gézlenmezken,
HS-72 uygulamasi sonrast etki kaydedildi (%49,9). S. aureus ATCC 35556 igin L.
mesenteroides sus Le8’e ait HS-24 ve HS-48 uygulamalarinda inhibisyon etki gézlenmezken,
HS-72 uygulamasi sonrasinda etki belirlendi (%49, 9).

LAB izolatlarina ait hiicresiz siipernatantlar kendi igerisinde degerlendirildiginde; her
bir patojen i¢in yapilan {i¢ uygulamada elde edilen inhibisyon oranlari igerisinden en yiiksek
inhibisyon orani belirlendi. Buna gore: P. aeruginosa ATCC 15692 igin en yiiksek inhibisyon
orani P. parvulus sus 2.6 i¢in %83,6 ile HS-72 uygulamasinda, L. paracasei sus RV-M192
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icin %84,1 ile HS-72 uygulamasinda, L. reuteri sus J33 i¢in %85,5 ile HS-72, L. rhamnosus
sus SRMPBI19 i¢in %83,8 ile HS-72 uygulamasinda, L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus
NDO04 icin %85,5 ile HS-72, L. paracasei sus ZFM54 i¢in %84 ile HS-72 uygulamasinda, L.
mesenteroides sus Le8 igin %85,1 ile HS-72 uygulamasinda, L. mesenteroides subsp.
mesenteroides sus CAU4374 igin %84,8 ile HS-72 uygulamasinda, L. lactis sus 1L6288 igin
%85,5 ile HS-72 uygulamasinda, L. coryniformis sus MXJ32 i¢in %83,6 ile HS-72
uygulamasinda, L. alimentarius sus HBUAS52461 i¢in %83,3 ile HS-72 uygulamasinda ve L.
reuteri sus SKB1241 i¢in %83,3 ile HS-72 uygulamasinda kaydedildi.

P. aeruginosa ATCC 27853 igin en yiiksek inhibisyon orani: P. parvulus sus 2.6 igin
%74,8 ile HS-48 uygulamasinda, L. paracasei sus RV-M192 i¢in %80,6 ile HS-72, L. reuteri
sus J33 i¢in %89,3 ile HS-48 uygulamasinda, L. rhamnosus sus SRMPB19 i¢in %82,1 ile HS-
72 uygulamasinda, L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus NDO04 ic¢in %87,8 ile HS-48
uygulamasinda, L. paracasei sus ZFM54 igin %87,8 ile HS-48 uygulamasinda,
L. mesenteroides sus Le8 i¢in %89,3 ile HS-48 uygulamasinda, L. mesenteroides subsp.
mesenteroides sus CAU4374 igin %93,5 ile HS-72 uygulamasinda, L. lactis sus 1L6288 igin
%86,8 ile HS-24 uygulamasinda, L. coryniformis sus MXJ 32 igin %80 ile HS-24
uygulamasinda, L. alimentarius sus HBUAS52461 icin %84,6 ile HS-24 uygulamasinda ve
L. reuteri sus SKB1241 i¢in %89,5 ile HS-24 uygulamasinda kaydedildi.

S. aureus ATCC 35556 igin en yiiksek inhibisyon orani: P. parvulus sus 2.6 i¢in %4,3
ile HS-24 uygulamasinda, L. paracasei sus RV-M192 i¢in %24,8 ile HS-72 uygulamasinda,
L. reuteri sus J33 i¢in %74,9 ile HS-72 uygulamasinda, L. rhamnosus sus SRMPBI19 i¢in
%49,9 ile HS-72 uygulamasinda, L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus ND04 igin %49,9 ile
HS-72 uygulamasinda, L. paracasei sus ZFM54 igin %49,9 ile HS-72 uygulamasinda,
L. mesenteroides sus Le8 igin %49,9 ile HS-72 uygulamasinda, L. mesenteroides subsp.
mesenteroides sus CAU4374 igin %75,7 ile HS-72 uygulamasinda, L. lactis sus 1L6288 igin
%75,2 ile HS-72 uygulamasinda, L. coryniformis sus MXIJ32 i¢in %34,8 ile HS-72
uygulamasinda, L. alimentarius sus HBUAS52461 igin %53,6 ile HS-72 uygulamasinda ve
L. reuteri sus SKB1241 i¢in %74,9 ile HS-72 uygulamasinda belirlendi.

S. aureus ATCC 6538 i¢in en yiiksek inhibisyon orani: P. parvulus sus 2.6 i¢in %33,3
ile HS-72 uygulamasinda, L. paracasei sus RV-M192 i¢in %35,7 ile HS-24 uygulamasinda,
L. reuteri sus J33 i¢in %57,2 ile HS-72 uygulamasinda, L. rhamnosus sus SRMPB19 i¢in
%35,1 ile HS-48 uygulamasinda, L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus ND04 i¢in %57,5 ile
HS-48 uygulamasinda, L. paracasei sus ZFM54 icin %34,3 ile HS-48 uygulamasinda,
L. mesenteroides sus Le8 i¢in %35,1 ile HS-24 uygulamasinda, L. mesenteroides subsp.
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mesenteroides sus CAU4374 i¢in %36,2 ile HS-24 uygulamasinda, L. lactis sus 1L6288 igin
%44,1 ile HS-48 uygulamasinda, L. coryniformis sus MXJ 32 igin %38,5 ile HS-72
uygulamasinda, L. alimentarius sus HBUAS52461 i¢in %35,1 ile HS-24 uygulamasinda ve
L. reuteri sus SKB1241 i¢in %52,5 ile HS-72 uygulamasinda kaydedildi.

Tim laktik asit izolatlarina ait hiicresiz siipernatantlar ile ayr1 ayri1 yapilan iig
uygulama igerisinden her bir patojen i¢in en yiiksek inhibisyon oran1 belirlendi. Buna gore: P.
aeruginosa ATCC 15692 i¢in en yiiksek inhibisyon orani L. reuteri sus J33 (%85,5) ile HS-72
ve L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus NDO04 (%85,5) ile HS-72 uygulamasinda, P.
aeruginosa ATCC 27853 i¢in L. mesenteroides subsp. mesenteroides sus CAU4374 (%93,5)
ile HS-72 uygulamasinda, S. aureus ATCC 35556 i¢in L. mesenteroides subsp. mesenteroides
sus CAU4374 (%75,7) ile HS-72 uygulamasinda, S. aureus ATCC 6538 igin L. delbrueckii
subsp. bulgaricus sus ND04 (%57,5) ile HS-48 uygulamasinda belirlendi.

Laktik asit izolatlarina ait hiicresiz slipernatantlarin  antibiyofilm aktivitesi
degerlendirildiginde, en yiiksek inhibisyon etkisinin HS-72 (%62.5, 30/48) uygulamasiyla
kaydedildigi tespit edildi. Bu nedenle, laktik asit bakterilerine ait 72 saatlik hiicresiz
slipernatantlar (N-HS-72) nétralizasyon islemine tabii tutuldu ve optik dansiteleri (ODsgs)
degerlendirildi. N-HS-72 uygulama sonrasi inhibisyon oranlari, bazi izolatlara ait HS
uygulamalarinda azalirken, bazilarinda HS-72 inhibisyon oranlarina yakin bulundu.

Calismada yapilan N-HS-72 uygulamalar1 sonrasinda inhibisyon etkinin degismedigi
uygulamalar kaydedildi. P. parvulus sus 2.6, L. rhamnosus sus SRMPB19, L. mesenteroides
sus Le8, L. mesenteroides subsp. mesenteroides sus CAU4374 ve L. lactis sus 1L6288” ¢ ait
N-HS-72 uygulamasi sonrast S. aureus ATCC 6538 i¢in inhibisyon etkinin degismedigi
belirlendi. Ayrica, L. paracasei sus RV-M192’¢e ait N-HS-72 uygulamasi sonrasi S. aureus
ATCC 35556 ve S. aureus ATCC 6538 i¢in inhibisyon etkinin degismedigi kaydedildi.

Zamani ve ark (2017) gesitli peynirlerden izole ettikleri L. plantarum spp. izolatina ait
hiicresiz siipernatantlarin (HS), ¢oklu antibiyotik direnci gosteren P. aeruginosa, S.aureus ve
E. coli patojenleri {izerindeki antibiyofilm etkilerini aragtirmiglardir. Calismada patojenlere
iliskin biyofilm yapilari, 96-kuyucuklu mikrotiter plaklarda 37 °C’ de 48 saat inkiibasyon
sonunda elde edilmis ve olusan biyofilm yapilar1 tizerine 100 pL HS’ lerden eklenerek, 37°C’
de 24 saat inkiibe edilmistir. Tiim biyofilm ¢alismalarinda kristal viyole metodu uygulanmis
ve Ol¢iimler 550 nm’ de mikroplak okuyucuda yapilmistir. Calismada HS’ lerin sadece
patojenik bakteriler tarafindan biyofilm olusumunu azaltmakla kalmayip, ayni zamanda
onceden olusturulmus biyofilm yapilarini da bozdugu, EDTA, SDS ve Tween 80 gibi
kimyasallardan etkilenmedigi ve yiiksek sicakliklarin (80 ve 100 °C) yani sira, genis bir pH
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araliginda bile kararlilik gosterdigi sonuclarina ulagilmistir. Ayrica HS’lerin en yiiksek
aktivitesinin, P. aeruginosa patojeni tizerinde oldugu belirlenmistir. Arastirmacilar, koruyucu
ve terapOtik yaklasimlar igin kullanilabilecek maddelerin iiretilmesi i¢in L. plantarum
spp.,’Nin uygun bir tiir olarak kabul edilebilecegini bildirmislerdir.

El-Mokhtar ve ark (2020) yogurttan izole ettikleri L. acidophilus, L. plantarum,
L. paracasei, L. fermentum, L. bugaricus suslarina ait hiicresiz siipernatantlarin, K.
pneumoniae ve P. aeruginosa patojenlerine karsi antibiyofilm yeteneklerini arastirmislardir.
Hiicresiz slipernatantlar, patojen ile beraber, patojenin biyofilm olusturmasindan sonra
uygulanmig ve her iki uygulama sonrasinda inhibisyon etkinin tiim patojenlere karst giiglii
etki gosterdigini belirlemislerdir. Arastirmacilar, hiicresiz silipernatantlarin  bakteriyel
biyofilmleri inhibe edici yeteneklerinin; ortamda biyosiirfaktanlarin ve ekzopolisakkaritlerin
varligi ile iliskili olduklarimi bildirmislerdir.

Kim ve ark (2009) enterohemorajik E. coli tarafindan polistiren ve polivinil kloriir
mikroplaklarda olusturulan biyofilmlerin, sirasiyla % 87 ve % 94' {inii L. acidophilus’a ait
ekzopolisakkaritler ile inhibe ettiklerini bildirmislerdir. Yapilan diger bir c¢alismada ise,
Lactobacillus sus RC-14’¢ ait hiicresiz silipernatantlarin, S aureus' un cerrahi implantlara
adezyonunu ve enfeksiyon olusturmasini énemli dlgiide engellediklerini degerlendirmislerdir
(Gan ve ark, 2019).

Shokri ve ark (2018) fermente siit tiriinlerinden izole ettikleri laktik asit bakterilerinin
antibiyotik direnci olan P. aeruginosa suslarina kars1 antibiyofilm ve antibakteriyel etkilerini
arastirdiklar1 ¢calismada: 57 laktobasil izolatin1 i¢inde 16 rRNA analizi sonucunda tanimlanan
iki L. fermentum susunun, patojen lizerinde antibiyofilm ve inhibe edici/oldiiriicii etki
gosterdigini bildirmislerdir. Yiiksek performans sivi kromotografisi (HPLC) sonuglarina gore,
antimikrobiyel etkinliklerin; laktik asit, asetik asit ve formik asit organik asitlerinden
kaynaklandig: belirlenmistir.

Yapilan ¢esitli calismalarda, laktik asit bakterilerinin inhibe edici 6zelliklerinin
cogunlugu algilama mekanizmasiyla baglantili olabilecegi bildirilmistir. Laktik asit
bakterilerinin, patojenlerin sentezledikleri AHL tiirii CA molekiilleri etkisiz hale getiren ve
patojenite 6zelliklerini sinirlayan CA-inhibitorlere sahip oldugu bilinmektedir (Varma ve ark,
2011). Konu ile ilgili yapilan bir ¢alismada, L. paracasei sbsp. paracasei CMGB 18’in P.
aeruginosa’ nin iiremesini, yiizeye tutunmasini ve CA mekanizmasinda rol alan molekiillerin
tiretimini  gerceklestirecek gen ekspresyonlarin1 engelledigi bildirilmistir. Ayrica, LAB
tarafindan iiretilen organik asitlerin CA inhibitorleri olarak rol oynadiklar1 degerlendirilmistir

(Ramos ve ark, 2012). Yapilan diger bir ¢alismada ise, ugucu ve suda/yagda ¢oziinebilen

111



aromatik bir bilesik olan SH-furanon’un, patojenlerin ¢ogalmalarinda ve biyofilm
olusturmalariin engellenmesinde etkin oldugu bildirilmistir (Wallis ve ark, 2019).

Barken ve ark (2008) cheY kemotaksis geninin baskilanmasina bagli olarak bazi
probiyotiklerin, P. aeruginosa’nin biyofilm yapilarii yikabilecegini bildirmislerdir. Ayrica,
laktik asit bakterilerine ait hiicresiz siipernatantlarin, pek c¢ok patojenin quorum sensing
mekanizmalarin1 inhibe ederek, biyofilm olusumlarini engelledikleri degerlendirilmistir
(Wang ve ark, 2015).

Koohestani ve ark (2018) L. acidophilus LA5 ve L. casei 431 suslarina ait hiicresiz
stipernatantlarin (HS), S. aureus ATCC 25923 patojeni iizerindeki biyofilm yikic1 6zelliklerini
arastirdiklari bir ¢alismada, HS’lerin hem hidrofobik hem de hidrofilik yiizeylerden biyofilm
yapilarin giderilmesinde potansiyel bir terap6tik madde olabilecegini degerlendirmislerdir.

Stefania ve ark (2017) L. acidophilus ATCC 4356, L. lactis ATCC 11454, L.casei
ATCC 334, L. reuteri ATCC 55148 ve Saccharomyces boulardii ATCC MYA-796 (Sh48)
probiyotiklerinin, S. aureus ATCC 29213 ve E. coli ATCC PTA-7296 iizerindeki
antimikrobiyal ve antibiyofilm aktivitelerini aragtirdiklar1 ¢alismada: L. acidophilus hiicresiz
stipernatanttinin her iki patojen, L. lactis, L. reuteri ve S. boulardii hiicresiz siipernatantlarinin

ise, yalnizca S. aureus patojeninin biyofilm kiitlesini azalttigini bildirmislerdir.
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6. SONUC VE ONERILER

Son yillarda yapilan ¢esitli caligmalarda laktik asit bakterilerinin kullanim alanlarinin ne
kadar genis oldugunu gérmekteyiz. Bunun sebebi, mikroorganizmalarin ‘“genel olarak
patojenik olmayis1” ve “genel olarak giivenli” statiisiine sahip olusuyla iliskilidir. Laktik asit
bakterilerinin terapotik faydalart hemen hemen tiim alanlarda incelenmesine ragmen,
dermatolojideki uygulamalar1 daha ¢ok yenidir.

Yara enfeksiyonlarina ¢ogunlukla S. aureus, P. aeruginosa, E. faecalis, A. baumannii,
E. coli, K. pneumoniae gibi biyofilm olusturan bakterilerin neden oldugu bilinmektedir.
Ozellikle P. aeruginosa ve S. aureus’un olusturduklari biyofilmler, kronik yaralarin
lyilesmesinde birincil engeldir (Savage ve ark, 2013).

Bu ¢alismada izole edilen P. parvulus, L. paracasei, L. mesenteroides, L. coryniformis,
L. reuteri, L. rhamnosus, L. alimentarius, L. delbrueckii ve L. lactis laktik asit bakterilerine ait
aktif kiltiir ve hiicresiz slipertantlariin, P. aeruginosa ve S. aureus patojenlerine karsi
antimikrobiyal etkilerinin, ayrica hiicresiz  siipernatantlarin  patojenlerin  biyofilm
olusturmalarimi inhibe edici ve olusturulan biyofilmleri yikici etkileri belirlendi. Yapilan pek
¢ok in vitro ¢alismada antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde, agar kuyu difiizyon testi ve
farkli varyasyonlarinin kullanilmis oldugu degerlendirildi (Jones ve ark, 2010; Varma ve ark,
2011; Lopes ve ark, 2017; Onbas ve ark, 2019). Bu ¢alismada da diger ¢alismalara benzer
sekilde, agar spot ve agar kuyu diflizyon yontemleri tercih edildi. Biyofilm ¢aligmalarinda ise,
yine en ¢ok tercih edilen kantitatif mikrodiliisyon plak ydntemi kullanildi (Oztiirk ve ark,
2017; Ersoy ve ark, 2019). Izolatlarin antibiyotik duyarlilik profilleri, gradiyent difiizyon (E-
test) testi ile EFSA 2012 dokiimaninda yer alan 6lgim araliklar1 temel alinarak incelendi ve
se¢ili antibiyotiklere karst duyarli olduklari tespit edildi.

LAB izolatlarina ait aktif kiiltlir ve hiicresiz silipernatantlarinin antimikrobiyal aktivite
bulgular1 degerlendirildiginde, her iki uygulama igin: L. delbrueckii subsp. bulgaricus sus
NDO4 ve L. mesenteroides subsp. mesenteroides sus CAU4374 aktif kiiltiir ve hiicresiz
stipernatantlarinin (HS-72) patojen bakteriler igerisinden yalnizca P. aeruginosa tizerindeki
inhibisyon etkisinin, P. parvulus sus 2.6, L. paracasei sus RV-M192, L. paracasei sus ZFM54
ve L. coryniformis sus MXJ 32 aktif kiiltiir ve hiicresiz siipernatantlarinin  (HS-72) tiim

patojen bakteriler lizerindeki inhibisyon etkilerinin benzer oldugu belirlendi.
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Tiim laktik asit izolatlarina ait hiicresiz slipernatantlar ile ayr1 ayr1 yapilan li¢ uygulama
(HS-24, HS-48 ve HS-72) igerisinden, her bir patojen i¢in en yiiksek biyofilm inhibisyon
orani belirlendi. Sonuglar degerlendirildiginde: P. aeruginosa ATCC 15692 ve P. aeruginosa
ATCC 27853 igin sirastyla % 96 ve % 95,7 ile L. lactis sus IL6288 izolatina ait HS-72’ nin
patojen ile beraber inkiibasyonu, S. aureus ATCC 35556 igin % 94,2 ile L. reuteri sus
SKB1241 izolatina ait HS-72’ nin patojen ile beraber inkiibasyonu ve S. aureus ATCC 6538
icin % 96,2 ile L. paracasei sus RV-M192 izolatina ait HS-72° nin patojen ile beraber
inkiibasyonu sonucunda en yiiksek inhibisyon orani belirlendi.

Hiicresiz siipernatantlara ait bulgular degerlendirildiginde; en yiiksek inhibisyon zon
caplar1 ve biyofilm inhibisyon oranlarinin hemen hemen HS-72 uygulamasiyla kaydedildigi
belirlendi. Bu nedenle, hiicresiz siipernatantlara ait pH’lar 6.7’ye ayarlanarak inhibisyon
etkinin organik asitlere bagl olup olmadig: arastirildi. Antimikrobiyal aktivite deneylerinde
notralizasyon islemi sonrasinda, patojenlere karsi kaydedilen inhibisyon zonlarinin
gbzlenmemesi; inhibisyon etkinin, organik asitler ile iliskili olmasiyla agiklanabilir. Ancak,
ayni notr hiicresiz siipernatantlar, biyofilm deneylerinde de kullanildiginda, antimikrobiyal
aktivite deneylerinden farkli olarak inhibisyon etkinin bazilarinda azaldigi, degismedigi veya
hemen hemen ayni kaldig1 degerlendirildi. Yapilan cesitli ¢aligmalarda s6z konusu
antibiyofilm etkinin sebebi, patojenlerin gelismelerinin inhibe edilmesinden ziyade,
mikroplak yilizeye adezyonun inhibisyonu ya da ortamda bakteriyosin veya siipernatant
icerisinde yer alan diger inhibitor maddeler ile patojenlerin c¢ekirdek algilama (QS)
sistemlerinin inhibe edilmesi seklinde agiklanmaktadir. Bazi arastirmacilar tarafindan
¢oziinmemis formda bulunan inhibitér maddelerin, hiicre zarindaki yag1 ¢ozerek hiicre igine
niifuz etmesi ve hiicre i¢inin normalde notr olan pH’sin1 diisiirerek, hiicrenin inaktivasyonuna
yol agmast ile inhibisyon etki gosterdigi bildirilmistir (Jasim ve ark, 2017; Zamani ve ark,
2017). Bu ¢alismada da benzer olarak, inhibisyon etkinin organik asitler disinda baska bir
sebepten kaynaklanabilecegi ve detayli olarak arastirilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Bu calismada, izole edilen laktik asit bakterilerine ait aktif kiiltiir ve hiicresiz
slipernatantlarmin, yara enfeksiyonlarma yol acan P. aeruginosa ve S. aureus’ un farkli
standart suglarina kars1 giiclii antimikrobiyal ve antibiyofilm etki gosterdigini ortaya koyan
birgok veri kaydedildi. Ozellikle izolatlara ait hiicresiz siipertantlarin patojenden dnce, patojen
ile beraber ve patojenden sonra (biyofilm olusumu sonrasi) uygulamalarini i¢eren biyofilm
calismalarinda ilgi ¢ekici sonuglar kaydedildi.

Giincel galismalara bakildiginda, bu ¢aligmada izole edilen laktik asit bakterilerine ait

hiicresiz siipernatantlarin, patojenlerin biyofilm olusturmalarini inhibe edici ve olusturulan
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biyofilmleri yikici etkilerini ortaya koyan ¢alismalara rastlanmamuistir. Bu nedenle, test edilen
patojenlere kars1 antibiyofilm etki gdsteren izolatlara ait kaydedilen yeni bulgularin literatiire
katki saglayacag diisiiniilmektedir. Ozellikle, P. aeruginosa ve S. aureus patojenlerinin akut
ve kronik yaralarin tedavisinde karsilasilan énemli tiirler oldugu diisiiniildiigiinde, ¢calismada
izole edilen probiyotik 6zellikte laktik asit bakterilerinin, bu patojenlere kars1 terap6tik amagl
kullanilabilir potansiyellere sahip olmalar1 tedavilerinde umut verici olabilir. Bu sebeple,
konu ile ilgili inhibisyon etki ve mekanizmalarin hedeflendigi in vivo ¢alismalardan, ilk
asamada deney hayvan model calismalari ve bir sonraki asama olarak da Klinik tedavi

uygulama caligmalarinin yapilmasi gerektigi kanaatindeyiz.

115



KAYNAKLAR

Abedi D, Feizizadeh S, Akbari V, Jafarian-Dehkordi A. In vitro anti-bacterial and anti-
adherence effects of Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus on Escherichia coli. Research
in Pharmaceutical Sciences 2013, 8(4), 260.

Ahl D, Liu H, Schreiber O, Roos S, Phillipson M, Holm L. Lactobacillus reuteri increases
mucus thickness and ameliorates dextran sulphate sodium-induced colitis in mice. Acta
Physiologica 2016, 217(4), 300-310.

Ahmed Z, Wang Y, Cheng Q, Imran M. Lactobacillus acidophilus bacteriocin, from
production to their application: an overview. African Journal of Biotechnology 2010, 9, 2843—
2850.

Alcorn JF, Wright JR. Degradation of pulmonary surfactant protein D by P. aeruginosa
elastase abrogates innate immune function. Journal of Biology Chemistry 2004, 279, 30871-
30879.

Al-Malkey MK, Ismeeal MC, Al-Hur FJA, Mohammed SW, Nayyef HJ. Antimicrobial
effect of probiotic Lactobacillus spp. on P. aeruginosa. Journal of Contemporary Medical
Sciences 2017, 3(10), 218-223.

Altuntas EG, Ayhan K, Okcu G, Erkanh K, Balect MH, Sonakin SS. Cig siit ve peynir
orneklerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal aktiviteleri. Gida 2010,
35(3), 197-2083.

Annuk H, Shchepetova J, Kullisaar T, Songisepp E, Zilmer M, Mikelsaar M.
Characterization of intestinal lactobacilli as putative probiotic candidates. Journal of Applied
Microbiology 2003, 94, 403-412.

Archer NK, Mazaitis MJ, Costerton JW, Leid JG, Powers ME, Shirtliff ME. S. aureus
biofilms: properties, regulation, and roles in human disease. Virulence 2011, 445-459.

Argenta A, Satish L, Gallo P, Liu F, Kathju S. Local application of probiotic bacteria
prophylaxes against sepsis and death resulting from burn wound infection. PloS one 2016,
11(10).

116



Arques JL, Rodriguez E, Langa S, Landete JM, Medina M. Antimicrobial activity of
lactic acid bacteria in dairy products and gut: effect on pathogens. BioMed Research
International 2015, 58, 41-83.

Azadnia PKNA, Khan N.AH. Identification of lactic acid bacteria isolated from traditional
drinking yoghurt in tribes of Fars province. Iranian Journal of Veterinary Research 2009,
10(3), 235-240.

Baquerizo Nole KL, Yim E, Keri JE. Probiotics and prebiotics in dermatology. Journal of
the American Academy of Dermatology 2014, 71(4), 21-814.

Barken KB, Pamp SJ, Yang L, Gjermansen M, Bertrand JJ, Klausen M, Tolker-Nielsen
T. Roles of type 1V pili, flagellum-mediated motility and extracellular DNA in the formation
of mature multicellular structures in P. aeruginosa biofilms. Environmental Microbiology
2008, 10(9), 2331-2343.

Barzegari A, Kheyrolahzadeh K, Khatibi SMH, Sharifi S, Memar MY, Vahed S Z. The
Battle of Probiotics and Their Derivatives Against Biofilms. Infection and Drug Resistance
2020, 13, 659.

Bhola J, Bhadekar R. In vitro synergistic activity of lactic acid bacteria against multi-drug
resistant staphylococci. BMC Complementary and Alternative Medicine 2019, 19(1), 70.

Bilkova A, Sepova HK, Bukovsky M, Bezakova L. Antibacterial potential of lactobacilli
isolated from a lamb. The Journal of Veterinary Medical Science 2011, 56(56), 319-324.

Blandino G, Milazzo I, Fazio D. Antibiotic susceptibility of bacterial isolates from probiotic
products available in Italy. Microbial Ecology in Health and Disease 2008, 20(4), 199-203.

Bosch M, Fuentes MC, Audivert S, Bonachera MA, Peiro S, Cune J. Lactobacillus
plantarum CECT 7527, 7528 and 7529: Probiotic candidates to reduce cholesterol levels.
Journal of the Science of Food and Agriculture 2014, 94, 803—-809.

Breidenstein EBM, de la Fuente-Nuiiez C, Hancock REW. P. aeruginosa: all roads lead to
resistance. Trends Microbiology 2011, 19, 419-426.

117



Budden KF, Gellatly SL, Wood DL, Cooper MA, Morrison M, Hugenholtz P, Hansbro
PM. Emerging pathogenic links between microbiota and the gut-lung axis. Nature Reviews
Microbiology 2016, 15, 55-63.

Bulgasem BY, Hassan Z, Abdalsadig NK, Yusoff WMW, Lani MN. Anti-adhesion
activity of lactic acid bacteria supernatant against human pathogenic Candida species biofilm.
Health Science Journal 2015, 9(6), 1.

Cani PD. Human gut microbiome: hopes, threats and promises. Gut 2018, 67(9), 1716-1725.

Carasi P, Diaz M, Racedo S M, De Antoni G, Urdaci MC, Serradell MDLA. Safety
characterization and antimicrobial properties of kefir-isolated Lactobacillus kefiri. BioMed
Research International 2014.

Cerbo A, Palmieri B, Aponte M, Medina J.C.M, Lannitti T. Mechanisms and therapeutic
effectiveness of Lactobacillus. Journal of Clinical Pathology 2016, 69, 187-203.

Charlier C, Cretenet M, Even S, Le Loir Y. Interactions between S. aureus and lactic acid
bacteria: an old story with new perspectives. International Journal of Food Microbiology
2009, 131(1), 30-39.

Chisholm AD, Xu S. The Caenorhabditis elegans epidermis as a model skin. II:
differentiation and physiological roles. Wiley Interdisciplinary Reviews: Developmental
Biology 2012, 1(6), 879-902.

Cucarella C, Solano C, Valle J, Amorena B, Lasa I, Penadés JR. Bap, a S. aureus surface

protein involved in biofilm formation. Journal of Bacteriology 2001, 183, 96.

Donlan RM, Costerton JW. Biofilms: survival mechanisms of clinically relevant
microorganisms. Clininical Microbiology Reviews 2002, 15(2), 93-167.

Donlan RM. Biofilms: microbial life on surfaces. Emerging Infectious Diseases Journal
2002, 8, 90.

Edwards U, Rogall T, Blocker H, Emde M, Bottger EC. Isolation and direct complete
nucleotide determination of entire genes. Characterization of a gene coding for 16S ribosomal
RNA. Nucleic Acids Research 1989, 17(19), 7843-7453.

118



EFSA. Panel on Additives and Products or Substances used in Animal Feed (FEEDAP).
Guidance on the assessment of bacterial susceptibility to antimicrobials of human and
veterinary importance. EFSA Journal 2012, 10(6), 2740.

Elbe-Biirger A, Egyed A, Olt S, Klubal R, Mann U, Rappersberger K, Rot A, Stingl G.
Overexpression of IL-4 alters the homeostasis in the skin. Journal of Investigative
Dermatology 2002, 118(5), 767—778.

El-Mokhtar MA, Hassanein KM, Ahmed AS, Gad GF, Amin MM, Hassanein OF.
Antagonistic Activities of Cell-Free Supernatants of Lactobacilli Against Extended-Spectrum
B-Lactamase Producing Klebsiella pneumoniae and P. aeruginosa. Infection and Drug
Resistance 2020, 13, 543.

Ersoy MO, Sakarya S, Gunay N, Yilmaz O. Cystic Fibrosis-Modulated Phenotypic
Changes of P. aeruginosa May Be a Critical Determinant for Respiratory Infections and
Unresponsiveness to Antimicrobial Agents. KLIMIK 2019, 32(1), 22-29.

Fijan S, Frauwallner A, Langerholc T, Krebs B, ter Haar née Younes JA, Heschl A,
Rogelj 1. Efficacy of Using Probiotics with Antagonistic Activity against Pathogens of
Wound Infections: An Integrative Review of Literature. BioMed Research International,
2019.

Foster TJ. Antibiotic resistance in S. aureus. Current status and future prospects. FEMS
Microbiology Reviews 2017, (41)3, 430-449.

Gan Y, Su S, Li B, Fang C. Efficacy of Probiotics and Prebiotics in Prevention of Infectious
Complications Following Hepatic Resections: Systematic Review and Meta-Analysis.
Journal of Gastrointestinal and Liver Diseases 2019, 28(2).

Goto K, lwasawa D, Kamimura Y, Yasuda M, Matsumura M, Shimada T. Clinical and
histopathological evaluation of Dermatophagoides farinae-induced dermatitis in NC/Nga mice
orally administered Bacillus subtilis. The Journal of Veterinary Medical Science 2011, 73(5),
649-654.

Gudiiia EJ, Teixeira JA, Rodrigues LR. Isolation and functional characterization of a
biosurfactant produced by Lactobacillus paracasei. Colloids Surf B Biointerfaces 2010, 76,
298-304.

119



Halkman K. Food Microbiology Practices. Ankara: Merck, Basak Printing Press 2005, 358.

Harata G, Kumar H, He F, Miyazawa K, Yoda K, Kawase M, Kubota A, Hiramatsu M,
Rautava S, Salminen S. Probiotics modulate gut microbiota and health status in Japanese

cedar pollinosis patients during the pollen season. European Journal of Nutrition 2016, 1-9.

Harvey RA, Cornelissen CN, Fisher BD. Lippincott Microbiology (3rd ed), Wolters Kluwer
Health, 2012, 129-139.

Henry DA, Speert DP. Pseudomonas. Manual of Clinical Microbiology, 10th edition:
American Society of Microbiology 2011, 677-91.

Holland R, Crow V, Curry B. Lactic acid bacteria Pediococcus spp. Encyclopedia of Dairy
Sciences 2011, 2, 149-152.

Hor YY, Liong MT. Use of extracellular extracts of lactic acid bacteria and bifidobacteria for
the inhibition of dermatological pathogen S. aureus. Dermatologica sinica 2014, 32(3), 141-
147.

Huseini HF, Rahimzadeh G, Fazeli MR, Mehrazma M, Salehi M. Evaluation of wound
healing activities of kefir products. Burns 2012, 38(5), 719-723.

Im AR, Kim HS, Hyun JW, Chae S. Potential for tyndalized Lactobacillus acidophilus as
an effective component in moisturizing skin and anti-wrinkle products. Experimental and
Therapeutic Medicine 2016, 12(2), 64-759.

Jasim EIl, Shawket DS, Mohsin YM, Mohammed BB, Abdalelah D, Ibraheem MA.
Comparative study between the effect of the lactic acid bacteria and non against some

pathogenic bacteria. International Journal of Science and Nature 2017, 7(4), 656-660.

Jeong D, Kim DH, Song KY, Seo KH. Antimicrobial and anti-biofilm activities of
Lactobacillus kefiranofaciens DD2 against oral pathogens. Journal of Oral Microbiology
2018, 10(1), 147.

Johnson TR, Gémez BIl, Mcintyre MK, Dubick MA, Christy RJ, Nicholson SE,
Burmeister DM. The cutaneous microbiome and wounds: new molecular targets to promote

wound healing. International Journal of Molecular Sciences 2018, 19(9), 2699.

120



Joint I, Allan Downie J, Williams P. Bacterial conversations: talking, listening and
eavesdropping. Philosophical Transactions of the Royal Society 2007, 362(1483), 11-15.

Jones ML, Ganopolsky JG, Labbé A, Prakash S. A novel nitric oxide producing probiotic
patch and its antimicrobial efficacy: preparation and in vitro analysis. Applied Microbiology
and Biotechnology 2010, 87(2), 509-516.

Karczewski J, Troost FJ, Konings I, Dekker J, Kleerebezem M, Brummer RJ, et al.
Regulation of human epithelial tight junction proteins by Lactobacillus plantarum in vivo and
protective effects on the epithelial barrier. American Journal of Physiology-Gastrointestinal
and Liver Physiology 2010, 298(6), 9.

Khiralla GM, Mohamed EA, Farag AG, Elhariry H. Antibiofilm effect of Lactobacillus
pentosus and Lactobacillus plantarum cell-free supernatants against some bacterial

pathogens. Journal of Biotechnology Research 2015, 6, 86.

Kim Y, Sejong OH, Kim SH. Released exopolysaccharide (r-EPS) produced from probiotic
bacteria reduce biofilm formation of enterohemorrhagic Escherichia coli O157:H7.
Biochemical and Biophysical Research Communications 2009, 379, 324-329.

Kohler T, Curty LK, Barja F, Van Delden C, Peche'Re JC. Swarming of P. aeruginosa is
dependent on cell-to-cell signaling and requires flagella and pili. Journal of Bacteriology
2000, 182, 5990-5996.

Koneman E, Winn W, Allen S, Janda W, Procop G, Schreckenberger P, Woods G.
Koneman's Color Atlas and Textbook of Diagnostic Microbiology (5 ed) Lippincott Williams
and Wilkins 2006, 625-648.

Koohestani M, Moradi M, Tajik H, Badali A. Effects of cell-free supernatant of
Lactobacillus acidophilus LA5 and Lactobacillus casei 431 against planktonic form and

biofilm of S. aureus. Veterinary Research Forum 2018, 4(9), 301.

Korhonen J, Van Hoek AH, Saarela M, Huys G, Tosi L, Mayrhofer S, Wright AV.
Antimicrobial susceptibility of Lactobacillus rhamnosus. Beneficial Microbes 2010, 1(1), 75-
80.

121



Kumar M, Kissoon-Singh V, Coria AL, Moreau F, Chadee K. Probiotic mixture VSL#3
reduces colonic inflammation and improves intestinal barrier function in Muc2 mucin
deficient mice. American Journal of Physiology Gastrointestinal and Liver Physiology 2017,
312, 34-45.

Laitman I, Natan M, Banin E, Margel S. Synthesis and characterization of fluoro-modified
polypropylene films for inhibition of biofilm formation. Colloids and Surfaces 2014, 115, 8-
14.

Lavermicocca P, Dekker M, Russo F, Valerio F, Di Venere D, Sisto A. Lactobacillus
paracasei-enriched vegetables containing health promoting molecules. In Probiotics,
Prebiotics, and Synbiotics: Bioactive Foods in Health Promotion 2015, 361-370.

Leite AM, Miguel MAL, Peixoto RS, Ruas-Madiedo P, Paschoalin VMF, Mayo B,
Delgado S. Probiotic potential of selected lactic acid bacteria strains isolated from Brazilian
kefir grains. Journal of Dairy Science 2015, 98(6), 3622-3632.

Li Z, Behrens AM, Ginat N, Tzeng SY, Lu X, Sivan S, Jaklenec A. Biofilm-Inspired
Encapsulation of Probiotics for the Treatment of Complex Infections. Advanced Materials
2018, 30(51), 180.

Lin L, Zhang J. Role of intestinal microbiota and metabolites on gut homeostasis and human

diseases. Immunology 2017, 18, 2.

Lopes EG, Moreira DA, Gullon P, Gullén B, Cardelle-Cobas A, Tavaria FK. Topical
application of probiotics in skin: adhesion, antimicrobial and antibiofilm in vitro assays.
Journal of Applied Microbiology 2017, 122(2), 450-461.

Lukic J, Chen V, Strahinic I, Begovic J, Lev-Tov, et al. Probiotics or pro-healers the role

of beneficial bacteria in tissue repair. Wound Repair and Regeneration 2018, 4.

Malvisi M, Stuknyte M, Magro G, Minozzi G, Giardini A, et al. Antibacterial activity and
immunomodulatory effects on a bovine mammary epithelial cell line exerted by nisin A-

producing Lactococcus lactis strains. Journal of Dairy Science 2016, 99, 2288-2296

122



Martinez RCR, Wachsman M, Torres NI, LeBlanc JG, Todorov SD, de Melo Franco B
D G. Biochemical, antimicrobial and molecular characterization of a noncytotoxic bacteriocin
produced by Lactobacillus plantarum ST71KS. Food Microbiology 2013, 34(2), 376-381.

Mathur H, Field D, Rea MC, Cotter PD, Hill C, Ross RP. Fighting biofilms with
lantibiotics and other groups of bacteriocins. Biofilms and Microbiomes 2018, 4(1), 1-13.

Mayes T, Gottschlich MM, James LE, Allgeier C, Weitz J, Kagan RJ. Clinical safety and
efficacy of probiotic administration following burn injury. Journal of Burn Care and
Research 2015, 36(1), 92-99.

Mayrhofer S, Domig KJ, Mair C, Zitz U, Huys G, Kneifel W. Comparison of broth
microdilution, E test, and agar disc diffusion methods for antimicrobial susceptibility testing
of Lactobacillus acidophilus group members. Applied and Environmental Microbiology 2008,
74(12), 3745-3748.

Mills S, Ross RP, Coffey A. Lactic acid bacteria Lactococcus lactis. Encyclopedia of Dairy
Sciences 2011, 2, 132-137.

Moghadam SS, Khodaii Z, Zadeh SF, Ghooshchian M, Aghmiyuni ZF, Shabestari TM.
Synergistic or antagonistic effects of probiotics and antibiotics-alone or in combination-on
antimicrobial-resistant P. aeruginosa isolated from burn wounds. Archives of Clinical
Infectious Diseases 2018, 13(3).

Mohammedsaeed W, McBain AJ, Cruickshank SM, O’Neill CA. Lactobacillus
rhamnosus GG inhibits the toxic effects of S. aureus on epidermal keratinocytes. Applied and
Environmental Microbiology 2014, 80(18), 81.

Mohammedsaeed W, Cruickshank S, McBain AJ, O’Neill CA. Lactobacillus rhamnosus
GG lysate increases reepithelialization of keratinocyte scratch assays by promoting migration.
Scientific Reports 2015, 5(1), 16147.

Morgan M. Methicillin resistant S. aureus and animals: zoonosis or humanosis. Journal of
Antimicrobial Chemotheraphy 2008, 62(6), 1181-1187.

123



Nakatsuji T, Chen TH, Narala S, Chun KA, et al. Antimicrobials from human skin
commensal bacteria protect against S. aureus and are deficient in atopic dermatitis. Science
Translational Medicine 2017, 9, 4680.

Nasrabadi MH, Aboutalebi H, Ebrahimi MT, Zahedi F. The healing effect of
Lactobacillus plantarum isolated from Iranian traditional cheese on gastric ulcer in rats.
African Journal of Pharmacy and Pharmacology 2011, 5(12), 51-1446.

Ochoa S.A, Lopez-Montiel F, Escalona G, Cruz-Cérdova A, Davila L.B, Lopez-Martinez
B, Xicohtencatl-Cortes J. Pathogenic characteristics of P. aeruginosa strains resistant to
carbapenems associated with biofilm formation. Boletin Medico del Hospital Infantil de
Mexico 2013, 70(2), 138-150.

O'Flaherty S, Ross RP, Meaney W, Fitzgerald GF, Elbreki MF, Coffey A. Potential of the
Polyvalent anti-Staphylococcus bacteriophage K for control of antibiotic-resistant
staphylococci from hospitals. Applied and Environmental Microbiology 2005, 71(4), 1836—
1842.

Olveira G, Molero I. An update on probiotics, prebiotics and symbiotics in clinical nutrition.
Endocrinologia y Nutricion (English Edition) 2016, 63(9), 482-494.

Onbas T, Osmanagaoglu O, Kiran F. Potential properties of Lactobacillus plantarum F-10
as a bio-control strategy for wound infections. Probiotics and Antimicrobial Proteins 2019,
11(4), 1110-1123.

Ong JS, Taylor TD, Yong CC, Khoo BY, Sasidharan S, Choi SB, Liong MT.
Lactobacillus plantarum USM8613 aids in wound healing and suppresses S. aureus infection
at wound sites. Probiotics and Antimicrobial Proteins 2019, 1-13.

Osama DM, Elkhatib WF, Tawfeik AM, Aboulwafa MM, Hassouna NAH.
Antimicrobial, antibiofilm and immunomodulatory activities of Lactobacillus rhamnosus and
Lactobacillus gasseri against some bacterial pathogens. International Journal of
Biotechnology for Wellness Industries 2017, 6(1), 12-21.

Ouwehand AC, Salminen S, Isolauri E. Probiotics: an overview of beneficial effects.

Current Opinion in Biotechnology 2013, 82, 89.

124



Oztiirk SB, Ertugrul MB, Cérekli E. Diyabetik Ayak Enfeksiyonlarinda Etken Bakteriler
ve Biyofilm Olusturma Oranlari. Tiirk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisi 2017, 47(1):33-38.

Pastar I, Stojadinovic O, Yin NC, Ramirez H, Nusbaum AG, Sawaya A. Epithelialization

in wound healing: a comprehensive review. Advances in Wound Care 2014, 3(7), 64-445.

Petrov V, Mihaylov G, Tsachev I, Zhelev G, Marutsov P, Koev K. Otitis externa in dogs
microbiology and antimicrobial susceptibility. Revue de Médecine Vétérinaire 2013, 164, 18-
22.

Piccardi N, Manissier P. Nutrition and nutritional supplementation: Impact on skin health
and beauty. Dermato-Endocrinology 2009, 1(5), 271-274.

Porto MC, Kuniyoshi TM, Vitolo M, Oliveira RPS. Pediococcus spp. An important genus

of lactic acid bacteria and pediocin producers. Biotechnology Advances 2017, 1.

Prince T, McBain AJ, O’Neill CA. Lactobacillus reuteri protects epidermal keratinocytes
from S. aureus-induced cell death by competitive exclusion. Applied and Environmental
Microbiology 2012, 78(15), 26-5119.

Ramos AN, Sesto Cabral ME, Noseda D, Bosch A, Yantorno OM, Valdez JC.
Antipathogenic properties of Lactobacillus plantarum on P. aeruginosa: The potential use of
its supernatants in the treatment of infected chronic wounds. Wound Repair and Regeneration
2012, 20(4), 552-562.

Rao KP, Chennappa G, Suraj U, Nagaraja H, Raj CAP, Sreenivasa MY. Probiotic
potential of Lactobacillus strains isolated from sorghum-based traditional fermented food.
Probiotics Antimicrobial Proteins 2015, 7(2):146-156.

Rayes N, Hansen S, Seehofer D, Miiller AR, Serke S, Bengmark S, Neuhaus P. Early
enteral supply of fiber and Lactobacilli versus conventional nutrition: a controlled trial in
patients with major abdominal surgery. Nutrition 2002, 18(7-8), 609-615.

Reis SA, da Conceicdo LL, Siqueira NP, Rosa DD, da Silva LL, Maria do Carmo GP.
Review of the mechanisms of probiotic actions in the prevention of colorectal cancer.
Nutrition Research 2017, 37, 1-109.

125



Ren D, Zhu J, Gong S, Liu H, Yu H. Antimicrobial characteristics of lactic acid bacteria

isolated from homemade fermented foods. BioMed Research International, 2018.

Roghmann MC, McGrail L. Novel ways of preventing antibiotic-resistant infections: What
might the future hold?. American Journal of Infection Control 2006, 34(8), 469-475.

Rosenfeldt V, Benfeldt E, Nielsen SD, Michaelsen KF, Jeppesen DL, Valerius NH,
Paerregaard A. Effect of probiotic Lactobacillus strains in children with atopic dermatitis.
Journal of Allergy and Clinical Immunology 2003, 111(2), 389-395.

Roudsari MR, Karimi R, Sohrabvandi S, Mortazavian AM. Health effects of probiotics
on the skin. Critical Reviews in Food Science and Nutrition 2015, 55(9), 1219-1240.

Saha P, Chassaing B, Yeoh BS, Viennois E, Xiao X, Kennett MJ, Vijay-Kumar M.
Ectopic expression of innate immune protein, Lipocalin-2, in Lactococcus lactis protects
against gut and environmental stressors. Inflammatory Bowel Diseases 2017, 23(7), 1120-
1132.

Sami DG, Heiba HH, Abdellatif A. Wound healing models: a systematic review of animal
and non-animal models. Wound Medicine 2019, 24(1), 8-17.

Santos CM, Pires MC, Leao TL, Hernandez ZP, Rodriguez ML, Martins AK. Selection
of Lactobacillus strains as potential probiotics for vaginitis treatment. Microbiology 2016,
162(7), 207.

Satish L, Gallo PH, Johnson S, Yates CC, Kathju S. Local probiotic therapy with
Lactobacillus plantarum mitigates scar formation in rabbits after burn injury and infection.
Surgical Infections 2017, 18(2), 119-127.

Savage VJ, Chopra I, O’Neill AJ. S. aureus biofilms promote horizontal transfer of antibio-

tic resistance. Antimicrobial Agents and Chemotherapy 2013, 57, 70.

Schellenberg J, Smoragiewicz W, Karska-Wysocki B. A rapid method combining
immunofluorescence and flowcytometry for improved understanding of competitive
interactions between lactic acid bacteria (LAB) and methicillin-resistant S. aureus (MRSA) in
mixed culture. Journal of Microbiological Methods 2006, 65(1), 1-9.

126



Segawa S, Hayashi A, Nakakita Y, Kaneda H, Watari J, Yasui H. Oral administration of
heat-killed Lactobacillus brevis SBC8803 ameliorates the development of dermatitis and
inhibits immunoglobulin E production in atopic dermatitis model NC/Nga mice. Biological
and Pharmaceutical Bulletin 2008, 31(5), 884-889.

Shokri D, Khorasgani MR, Mohkam M, Fatemi SM, Ghasemi Y, Taheri-Kafrani A. The
inhibition effect of Lactobacilli against growth and biofilm formation of
P. aeruginosa. Probiotics and Antimicrobial Proteins 2018, 10(1), 34-42.

Shokryazdan P, Sieo CC, Kalavathy R, Liang JB, Alitheen NB, Faseleh Jahromi M, Ho
YW. Probiotic potential of Lactobacillus strains with antimicrobial activity against some
human pathogenic strains. BioMed Research International 2014, 16.

Shu M, Wang Y, Yu J, Kuo S, Coda A, Jiang Y, Huang CM. Fermentation of
Propionibacterium acnes, a commensal bacterium in the human skin microbiome, as skin

probiotics against methicillin-resistant S. aureus. PloS one 2013, 8(2), 55380.

Sikorska H, Smoragiewicz W. Role of probiotics in the prevention and treatment of
meticillin-resistant S. aureus infections. International Journal of Antimicrobial Agents 2013,
42(6), 475-481.

Simées M, Simdes LC, Vieira MJ. A review of current and emergent biofilm control
strategies. Food Science and Technology 2010, 43, 83-573.

Simova E, Beshkova D, Angelov A, Hristozova T, Frengova G, Spasov Z. Lactic acid
bacteria and yeasts in kefir grains and kefir made from them. Journal of Industrial
Microbiology and Biotechnology 2002, 28(1), 1-6.

Simova ED, Beshkova DB, Dimitrov ZP. Characterization and antimicrobial spectrum of
bacteriocins produced by lactic acid bacteria isolated from traditional Bulgarian dairy
products. Journal of Applied Microbiology 2009, 106(2), 692-701.

Slama RB, Kouidhi B, Zmantar T, Chaieb K, Bakhrouf A. Anti-listerial and anti-biofilm
activities of potential probiotic lactobacillus strains isolated from Tunisian traditional
fermented food. Journal of Food Safety 2013, 33(1), 8-16.

127



Slavica A, Trontel A, Jelovac N, Kosovec Z, Santek B, Novak S. Production of lactate and
acetate by Lactobacillus coryniformis subsp. torquens DSM 20004T in comparison with
Lactobacillus amylovorus DSM 20531T. Journal of Biotechnology 2015, 202, 50-59.

Stefania DM, Miranda P, Diana M, Claudia Z, Rita P. Antibiofilm and Antiadhesive
Activities of Different Synbiotics. Journal of Probiotics and Health 2017, 5(182), 2.

Stepanovic S, Vukovi¢ D, Dakié¢ I, Savi¢ B, Svabi¢-Vlahovi¢ M. A modified microtiter-
plate test for quantification of Staphylococcal biofilm formation. Journal of Microbiological
Methods 2000, 40(2), 175-179.

Sun M, He C, Cong Y, Liu Z. Regulatory immune cells in regulation of intestinal
inflammatory response to microbiota. Mucosal Immunology 2015, 8, 969-978.

Siirmeli M, Macin S, Akyon Y, Kayikcioglu AU. The protective effect of Lactobacillus
plantarum against meticillin-resistant S. aureus infections: an experimental animal model.
Journal of Wound Care 2019, 28(3), 29-34.

Szczuka E, Urbanska K, Pietryka M, Kaznowski A. Biofilm density and detection of
biofilm-producing genes in methicillin-resistant S. aureus strains. Folia Microbiology 2013,
58, 47-52.

Szczuka E, Kaznowski A. Antimicrobial activity of tigecycline alone or in combination with
rifampin against Staphylococcus epidermidis in biofilm. Folia Microbiology 2014, 59, 8-283.

Tabasco R, Garcia-Cayuela T, Pelaez C, Requena T. Lactobacillus acidophilus La-5
increases lactacin B production when it senses live target bacteria. International Journal of
Food Microbiology 2009, 132(2-3), 109-116.

Terada LS, Johansen KA, Nowbar S, Vasil AL, Vasil ML. P. aeruginosa hemolytic
phospholipase C supresses neutrophil respiratory burst activity. Infection and Immunity 1999,
67, 2371-2376.

Thomas JG, Motlagh H, Povey SB, Percival SL. The role of micro-organisms and biofilms

in dysfunctional wound healing. In Advanced Wound Repair Therapies 2011, 39-76.

Thomson CH, Hassan I, Dunn K. Yakult: a role in combating multi-drug resistant P.
aeruginosa?. Journal of Wound Care 2012, 21(11), 566-569.

128



Tutar U, Celik C, Atas M, Tun¢ T, Gozel M. Standart mikroorganizma suslarinin biyofilm
formasyon aktivitelerinin degerlendirilmesi. Journal of Clinical and Experimental
Investigations 2015, 6(2), 135-1309.

Valdez JC, Peral MC, Rachid M, Santana M, Perdigon G. Interference of Lactobacillus
plantarum with P. aeruginosa in vitro and in infected burns: the potential use of probiotics in
wound treatment. Clinical Microbiology and Infection 2005, 11(6), 472-479.

Varma P, Nisha N, Dinesh KR, Kumar AV, Biswas R. Anti-infective properties of
Lactobacillus fermentum against S. aureus and P. aeruginosa. Journal of Molecular
Microbiology and Biotechnology 2011, 20(3), 137-143.

Ventola CL. The antibiotic resistance crisis: Part 1. Causes and Threats 2015, 40(4), 277-83.

Volk N, Lacy B. Anatomy and Physiology of the Small Bowel. Gastrointestinal Endoscopy
Clinics of North America 2017, 27, 1-13.

Voravuthikunchai SP, Bilasoi S, Supamala O. Antagonistic activity against pathogenic
bacteria by human vaginal lactobacilli. Anaerobe 2006, 12(5-6), 221-226.

Wallis JK, Kromker V, Paduch JH. Biofilm challenge: lactic acid bacteria isolated from

bovine udders versus staphylococci. Foods 2019, 8(2), 79.

Wang Y, Kirpich I, Liu Y, Ma Z, Barve S, McClain CJ. Lactobacillus rhamnosus GG
treatment potentiates intestinal hypoxia-inducible factor, promotes intestinal integrity and

ameliorates alcohol-induced liver injury. American Journal of Pathology 2011, 179(6), 75.

Wang J, Zhao X, Yang Y, Zhao A, Yang, Z. Characterization and bioactivities of an
exopolysaccharide produced by Lactobacillus plantarum YW32. International Journal of
Biological Macromolecules 2015, 74, 119-126.

Watanabe T, Hamada K, Tategaki A, Kishida H, Tanaka H, Kitano M, Miyamoto T.
Oral administration of lactic acid bacteria isolated from traditional South Asian fermented
milk inhibits the development of atopic dermatitis in NC/Nga mice. Journal of Nutritional
Science and Vitaminology 2009, 55(3), 271-278.

Welman AD, Maddox IS. Exopolysaccharides from lactic acid bacteria: perspectives and
challenges. Trends in Biotechnology 2003, 21, 269-274.

129



Wieland CW, Siegmund B, Senaldi G, Vasil ML, Dinarello CA, Fantuzzi G. Pulmonary
inflammation induced by P. aeruginosa lipopolysaccharide, phospholipase C, and exotoxin
A: role of interferon regulatory factor 1. Infection Immunology 2002, 70, 1352-1358.

Wong VW, Martindale RG, Longaker MT, Gurtner GC. From germ theory to germ
therapy: skin microbiota, chronic wounds, and probiotics. Plastic and Reconstructive Surgery
2013, 132(5), 854-861.

Yan X, Gu S, Cui X, Shi Y, Wen S, Chen H, Ge J. Antimicrobial, anti-adhesive and anti-
biofilm potential of biosurfactants isolated from Pediococcus acidilactici and Lactobacillus
plantarum against S. aureus CMCC26003. Microbial Pathogenesis 2019, 127, 12-20.

Yang F, Wang A, Zeng X, Hou C, Liu H, Qiao S. Lactobacillus reuteri 15007 modulates
tight junction protein expression in IPEC-J2 cells with LPS stimulation and in newborn
piglets under normal conditions. BMC Microbiology 2015, 15(1), 32.

Yi L, Dang J, Zhang L, Wu Y, Liu B, Lii X. Purification, characterization and bactericidal
mechanism of a broad spectrum bacteriocin with antimicrobial activity against multidrug-

resistant strains produced by Lactobacillus coryniformis XN8. Food Control 2016, 67, 53-62.
Yirga H. The Use of Probiotics in Animal Nutrition. Journal Probiotic Health 2015, 3, 132.

Zakaria GE. Antimicrobial and anti-adhesive properties of biosurfactant produced by
lactobacilli isolates, biofilm formation and aggregation ability. The Journal of General and
Applied Microbiology 2013, 59(6), 36-425.

Zalan Z, Hudagek J, Stétina J, Chumchalova J, Halasz A. Production of organic acids by
Lactobacillus strains in three different media. European Food Research and Technology
2010, 230(3), 395.

Zamani H, Rahbar S, Garakoui SR, Afsah Sahebi A, Jafari H. Antibiofilm potential of
Lactobacillus plantarum spp. cell free supernatant (CFS) against multidrug resistant bacterial

pathogens. Pharmaceutical and Biomedical Research 2017, 3(2), 39-44.

Zheng D, Alm EW, Stahl DA, Raskin L. Characterization of universal small-subunit rRNA
hybridization probes for quantitative molecular microbial ecology studies. Applied and
Environmental Microbiology 1996, 62(12): 4504-4513.

130



EKLER

Ek1

Aydm Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Y®onergesi
Madde 8’e gore: olii hayvan veya dokusu, mezbaha materyalleri ile yapilan calismalar
HADYEK iznine tabii degildir. Bu nedenle, ¢caligmanin yapilabilmesi i¢in etik kurul kararina

gerek bulunmamaktadir.

131



OZGECMIS

Soyadi, Ad1 : YILMAZ Ozgenur
Uyruk :T.C.
Dogum yeri ve tarihi : Golciik/ 29.11.1988
E-mail : phdozgylmz@gmail.com
Yabana Dil : Ingilizce, Ispanyolca
EGITIM
Derece Kurum Mezuniyet tarihi

Aydin Adnan Menderes Uni. Saglik Bilimleri
Doktora 2020
Enstitiisti, Mikrobiyoloji A.B.D.

] Aydin Adnan Menderes Uni.Saglik Bilimleri
Y. Lisans 2014
Enstitiisti, Mikrobiyoloji A.B.D.

) Aydin Adnan Menderes Uni. Fen Fakiiltesi,
Lisans 2012

Biyoloji Boliimii

BURSLAR ve ODULLER

Finlandiya Hiikiimeti Arastirmac1 Bursu, Helsinki Universitesi Tip Fakiiltesi, Haartman
Arastirma Enstitiisii (1.09.2019- 1.03.2020).

IS DENEYIMI

Yil Yer/Kurum Unvan

2019-2020 Helsinki Uni. Tip Fakiiltesi, Arastirmaci
Haartman Arastirma Enstitiisii
2016-2019 ADU/ REDPROM Arastirmaci
(TUBITAK Arastirma Projesi)

132



AKADEMIK YAYINLAR

1. MAKALELER

Yildiz I, Tileklioglu E, Yilmaz O, Ertabaklar H, Sakarya S. Stabilized hypochlorous acid,
a topical therapeutic strategy for Trichomonas vaginalis infection: An in vitro study.
Parasitologists United Journal 2020, 13(1), 60-65.

Ersoy MO, Sakarya S, Gunay N, Yilmaz O. Cystic Fibrosis-Modulated Phenotypic
Changes of Pseudomonas aeruginosa May Be a Critical Determinant for Respiratory
Infections and Unresponsiveness to Antimicrobial Agents. KLIMIK Journal 2019, 32(1), 22-
29.

Yildiz I, Yilmaz O, Tileklioglu E, Sakarya S, Ertabaklar H. Stabilised hypochlorous acid:
a new therapeutic strategy against dangerous parasitic eye infection agent Acanthamoeba spp.
The Journal of Environmental Protection and Ecology 2018, 19(3), 1397-1404.

Yilmaz O, Sakarya S. Is ‘Hanging Drop’a Useful Method to Form Spheroids of Jimt, Mcf-7,
T-47d, Bt-474 That are Breast Cancer Cell Lines. Single Cell Biology 2018, 7(170), 2.

2. BILDIRILER

Uluslarasi Kongrelerde Yapilan Bildiriler

Sozlii Bildiriler

Yilmaz O, Turkyilmaz S. Investigation of antibiotic resistance and clonal distributions of
Pantone-Valentine leukocidin-positive MRSA strains isolated from mastitic bovine milk.
XXXVIII. Turkish Microbiology Congress, 04-08 November 2018, Antalya/Turkey.

Yilmaz O, Sakarya S. Is ‘Hangingdrop’ an useful method to form spheroids of JIMT-1,
MCF-7, T-47D, BT-474 that are breast cancer cell lines. International Agriculture,
Environment and Health Congress, 26-28 October 2018, Aydin/Turkey.

Cihan E, Yilmaz O, Sakarya S, Ozturk SB, Ertugrul BM. Determination of biofilm

formation potentials of Kocuria kristinae and Kocuria rosea isolated from various patient

133



samples. International Agriculture, Environment and Health Congress, 26-28 October 2018,
Aydin/Turkey.

Yilmaz O, Sur E, Turkyilmaz S. Antimicrobial resistance profiles of Salmonella spp.
Isolated from broilers. 1st International Health Science and Life Congress, 2-5 May 2018,

Burdur/Turkey.

Cihan E, Yilmaz O, Sakarya S, Ozturk SB, Ertugrul BM. Determination of biofilm
formation potential of Kocuria kristinae and Kocuria rosea isolated from deep tissue samples
of patients with diabetic foot infection. 13 th National Wound Congress with International
Participation, 13-16 December 2018, Antalya/Turkey.

Poster Bildirileri

Cihan E, Yilmaz O, Sakarya S. Evaluation of Tigecycline Sensitivity in Colistin Resistant
Klebsiella pneumoniae strains. International Agriculture, Environment and Health Congress,
26-28 October 2018, Aydin/Turkey.

Cetin H, Erdogan G, Yilmaz O, Ucar EH, Peker C, Sakarya S. Investigation of
Intramammal Hypochlorous Administration in Cattles with Subclinic Mastitis. Mediterranean
Veterinary Congress, 13-14 December 2018, Kirikkale/Turkey.

Yilmaz O, Sakarya S. Production of spheroids from HT-29, Caco-2 and SW480 cell lines.
11th World Congress on Cell and Tissue Science, 9-10 May 2018, Tokyo/Japan.

Ucan N, Yilmaz O, Turkyilmaz S. Isolation of Mycoplasma spp. from pulmonary calf lungs
and clinical mastitis cattle milk. 1st International Health Science and Life Congress, 2-5 May
2018, Burdur/Turkey.

Yildiz I, Tileklioglu E, Yilmaz O, Sakarya S, Ertabaklar H. Stabilised hypochlorous acid:
A new therapeutic strategy against dangerous parasitic eye infection agent Acanthamoeba
spp. XIX.Turkish Clinical Microbiology and Infectious Diseases Congress, 28-31 March
2018, Antalya/Turkey.

Yilmaz O, Yildiz I, Tileklioglu E, Ertabaklar H, Sakarya S. A New Agent in the struggle
with the parasite "Trichomonas vaginalis™: Stabilize Hypochlorous Acid. XIX.Turkish
Clinical Microbiology and Infectious Diseases Congress, 28-31 March 2018, Antalya/Turkey.

134



