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OZET

Bu c¢ahymada, saghkh, hamile, HPV (+), menapoz, enfeksiyon varhgi, dogum
sonrasi ve adet diizensizligi dzelliklerine sahip 19 kadmn 10’ un dan 58 adet
Lactobacillus cinsi bakteri izole edilmistir. Bakterilerin identifikasyon testleri
sonucunda 12 adet Lactobacillus gasseri, 9 adet Lactobacillus acidophilus, 9 adet
Lactobacillus vaginalis, 8 adet Lactobacillus crispatus, 8 adet Lactobacillus
delbrueckii spp. lactis, 3 adet Lactobacillus plantarum, 2 adet Lactobacillus
Jensenii, 2 adet Lactobacillus salivarius, 2 adet Lactobacillus cellobiosus, 1 adet
Lactobacillus brevis, 1 adet Lactobacillus curvatus ve 1 adet Lactobacillus oris
olarak tammmlanmistir. Lactobacillus cinsi bakterilerinin asit ve hidrojen
peroksit iiretimleri belirlenmistir. Asit iiretimi % 0,27-1,33 olarak
bulunmustur. Hidrojen peroksit iiretimleri spektrofotometrik olarak 1,01-15,50
pg/ml arasinda, tetrametil benzidin agarda nitel olarak % 41’ i 2+, % 19’ u 1+,
% 40’ 1 — bulunmustur. Lacfobacillus cinsi izolatlarmin antimikrobiyal etkisi,
agar difiizyon teknigi kullamlarak arastinlmstir. Pseudomonas aeruginosa
ATCC 29212 susu iizerine izolatlarin %85’ i, Staphylococcus aureus ATCC 2392
susu iizerine izolatlarin %48’ i, Salmonella enteritidis RSKK 171 iizerine
izolatlarm %71’ i, Escherichia coli ATCC 11230 iizerine izolatlarin %43’ i
inhibisyon etkisi géstermistir. Candida albicans AJD 180 ve C. albicans ATCC
10239 iizerine izolatlarin antimikrobiyal etkisi gézlenmemistir. Lactobacillus

cinsi izolatlarmmn test mikroorganizmalar iizerinde bakteriyosin etkileri



ii

belirlenememistir. Lactobacillus cinsi izolatlarimin amoksisilin (25 pg),
azitromisin (15 pg), kloramfenikol (30 ug), teikoplanin (30 pg), siprofloksasin (5
pg), klaritromisin (15 pg), streptomisin (10 pg) ve tetrasiklin (30 pg)
antibiyotiklerine duyarhlik testleri disk difiizyon ydntemine gire yapilmis,
sonuglar NCCLS kriterlerine gore degerlendirilmistir. Aragtirmalar sonucunda,
Lactobacillus cinsi izolatlarim siprofloksasin (%98) ve streptomisin (%93)
antibiyotiklerine yiiksek oranda direncli oldugu belirlenirken, en yiiksek
duyarhlgm ise, klaritromisfn (%95) ve tetrasiklin (%88) antibiyotiklerine
gosterdikleri tespit edilmistir. Ayrica izokonazol ve oksikonazol antifungal
ilaclarin vajinadan izole edilen C. albicans AJD 180 iizerine inhibitorik
konsantrasyonlan belirlenmistir. Lactobacillus cinsi izolatlan iizerinde de her
iki antifungal ilacin 0,2; 0,1 ve 0,05 ug/ml konsantrasyonlarmdaki inhibisyon
etkisi agar difiizyon yontemi kullanilarak arastirilmistir. Arastirma sonucunda
her iki antifungal ilacin C. albicans AJD 180 iizerinde yiiksek inhibisyon etkisi
gistermesine ragmen, Lactobacillus cinsi izolatlarinda oksikonazol’ un ¢ok

diigiik inhibisyon etkisine sahip oldugu belirlenmistir.
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ABSTRACT

In this study, 58 strains of Lactobacillus species bacteria were isolated from 10
patients out of 19 women who were known to be healthy and/or in pregnant,
HPV(+), in menopause, having an infection, in post delivery period or having
irregular menstruation. As a result of the identification tests the bacteria
isolated were identified as 12 L. gasseri, 9 L. acidofilus, 9 L. vaginalis, 8 L.
crispatus, 8 L. delbrueckii spp. lactis, 3 L. plantarum, 2 L. jensenii, 2 L. salivarus,
2 L. cellobiosus, 1 L. brevis, 1 L. curvatus and 1 L. oris. Amount of acid and
hydrogen peroxide production of Lactobacillus species was estimated. The
amount of acid produced was found to be between 0.27-1.33 %. The amount of
hydrogen peroxide produced was found to be between 1.01-15.50 pg/ml with the
spectrophotometric method, where as qulitatively 41% of it was estimated to be
double positive, 19% of single positive and 40% of it was negative in agar with
tetramethylbenzidine. The antimicrobial effect of Lactobacillus was studied by
using the agar diffusion technique. Lactobacillus had an inhibitory effect on the
85% of P. aeruginosa ATTC 29212 strains, on the 48% of S. aureus ATTC 2392
strains, on the 71% of S. enteritidis RSKK 171 strains and on the 43% of E. coli
ATTC 11230 strains. An antimicrobial effect on the C. albicans AJD 180 ve C. |
albicans ATCC 10239 strains could not be observed. None of the Lactobqgg'{l v A
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susceptibility tests of isolated Lactobacillus species to amoxycillin (25 pg),
azithromycin (15 pg), chloramphenicol (30 pg), teicoplanin (30 pg),
ciprofloxacin (5 pug), clarithromycin (15 pg), streptomycin (10 pg) and
tetracycline (30 pg) were determined using the disk diffusion method following
NCCLS standards. In the results of the research, most of the Lactobacillus
species were found to be highly resistant to ciprofloxacin (98%) and
streptomycin (93%) and most sensitive to clarithromycin (95%) and
tetracycline (88%). In addition, the inhibitory concentrations of isoconazole
and oxyconazole that were used as antifungal drugs were determined on C.
albicans AJD 180. The inhibitory effect of both antifungal drugs at 0.2; 0.1 and
0.05 pg/ml concentrations onvLactobacillus isolates were investigated by using
the agar diffusion method. At the end of the study, although both antifungal
drugs showed a highly inhibitory effect on C. albicans AJD 180, it was
determined that oxyconazole had a very low inhibitory effect on Lactobacillus

isolates.

Science Code : 910

Key Words : Vaginal lactobacilli, antifungal, antibiotic, antimicrobial
activity, hydrogen peroxide, lactic acid, probiotic.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢algmada kullamlms baz simgeler ve kisaltmalar, agiklamalan ile birlikte
asagida sunulmustur.
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Kisaltmalar
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Cfu Coloni forming unit

Bkz. Bakmz

HIV Human Immunodeficienci Virlis

HPV Human Papilloma Viriis

MIC Minimal Inhibibér Konsantrasyonu

NCCL National Committee for Clinical
Laboratory Standarts

RSK Refik Saydam Hifzisthha Kiltiir

Kolleksiyonu



1. GIRIS

Lactobacillus turleri insanda, gastrointestinal sistemde ve kadin irogenital
sistemlerinde bulunmaktadir (1). Saghikli kadimin vajinasinda % 100 oraninda
Lactobacillus izolasyonu rapor edilmistir. Insan vajinasiun normal florasinda

dominant mikroorganizmalar Lactobacillus’ lar oldugu bildirilmigtir (2).

Vajendeki Lactobacillus’ larin, vajinal enfeksiyon ajanlarindan koruyucu rolii oldugu
dustinilmektedir. Normal bir kadin vajinasinda pH 4,0-4,5 arasindadir. Vajinanin
asidik pH’ st Lactobacillus bakteﬁleﬁnce saglanmaktadir. Vajinamn bu asitlige sahip
olmasiyla patojenlerin gelismesini engelledifi, vajenin patojen enfeksiyonlara kars:
korunmasina yardimc: oldugu diginilmektedir. Herhangi bir nedenle floranin
degigmesiyle asiditenin degistigi, bu degisimin vajen florasmin koruyucu 6zelliginin
kaybolmasina neden oldugu tespit edilmigtir (3, 4, 5). Floranin korunmas: ve uzun
siren antibiyotik tedavilerine alternatif olmasi bakimindan Laktik Asit bakterileri
probiyotik olarak onerilmektedir (6).

Sigara, antibiyotik, antifungal kullammi, gebelik, yag ve menopoza bagli olarak
vajinanin mikroflora igeriginin degismesi, Lactobacillus’ un vajinadaki orammnin
diigmesine ve bunun da vajinal enfeksiyonlarin olugmasina neden oldugu
bildirilmektedir (7, 8). Enfeksiyon goriilen hastalarda yapilan bir ¢aligmada tedavi
amagh L. acidophilus’ un tek bagma ve antibiyotikle birlikte kullaniimasi sonucunda
tedavide olumlu sonuglar elde edilmistir (8). Probiyotiklerin insan hastaliklarinda tek
bagina veya kombine olarak koruyucu ve tedavi amagh uygulanmasi tegvik
edilmektedir (9).

Son yillarda biyolojik sistemlerden tip, eczacilik, endiistri, tannm ve hayvancilikta
faydalanilmaktadir. Guntmiizde hem daha giivenilir, hem de daha ekonomik olmasi
nedeniyle her dalda biyoteknolojik ¢aligmalara afirhik verilmigtir. Laktik Asit
bakterilerinin  vajen florasinda ve dogal insan florasindaki olumlu etkilerinden

dolays, ustin ozelliklere sahip bazi suglarin kullanilarak, hastaliklarin tedavisinde



Laktik asit bakterilerinin yukanda saymis oldugumuz ve probiyotik acidan ¢ok
onemli olan o&zelliklerine ragmen, yapilan kaynak aragtrmasmnda laktik asit
bakterilerinin vajen florasinda probiyotik olarak kullammumn ¢ok yaygm olmadid,
probiyotik olarak kullamlsa bile, probiyotik kriterlerine uygun olacak suslann
secimine yonelik c¢ahsmalann ¢ok fazla yapiimadiZ belirlenmigtir. Aynca baz
aragtirmacilar insan kaynakli izolatlann probiyotik olarak kullamlmasindan daha iyi
sonu¢ ahnabilecegini bildirmiglerdir (10). Bu konudan yola ¢ikarak ozellikle
giiniimiizde ¢ok Onemli viral ve bakteriyel hastaliklann tedavisinde veya bu
hastaliklardan koruma amach bu bakterilerin kullamilabilecefi disiiniilmigtiir. Bu
cahgma somucunda segilen baz dstiin Ozelliklerdeki suglarnin probiyotik olarak

kullanimmin &nerilmesi séz konusu olabilir,
Yapilan bu ¢alismada amag:

Vajen mikroflorasiun korunmasinda rol alan ve vajende lokalize olabilecek patojen
bakterilere karst bir bariyer goérevine sahip, Lactobacillus cinsi bakterilerinin hasta
ozelliklerine (saglikli, hamile, HPV(+), menapoz, enfeksiyon varhi, doBum sonrast
ve adet diizensizlifi olan hastalarda) gore dagihmin ve ILactobacillus cinsi
bakterilerinin teshislerinin yapilmasi. Izole edilen tiirlerin laktik asit ve hidrojen
peroksit {iretimlerinin belirlenerek, vajen patojenleri iizerine antagonistik etkisi ile
iligkilerinin aragtinimas:.

Vajinadan izole edilen Lactobacillus cinsi izolatlarm amoksisilin (25 pg), azitromisin
(15 pg), kloramfenikol (30 pg), teikoplanin (30 ug), siprofloksasin (5 pug),
klaritromisin (15 ug), streptomisin (10 pg) ve tetrasiklin (30 pg) antibiyotiklerinin
kullamlarak antibiyotik duyarlibk testlerininin yapilmas:. Antibiyotikle birlikte
probiyotiklerin tedavi amach kullamlabilmesi icin antibiyotiklere direncli sugslarn
belirlenmesi, aynca klinikte antibiyotik uygulamalarinda mikrofloray1 ve
probiyotiklerin etkilemeyecegi diisiiniilen antibiyotiklerin belirlenmesi.



C. albicans enfeksiyonlarinda antifungal ilag olarak kullamlan izokonazol ve
oksikonazol ilaglarinin vajen izolat1 olan C. albicans AJD 180 tzerinde MIK sinir
degerleri belirlenerek bu konsantrasyonlarda, Lactobacillus cinsi izolatlarina
inhibisyonik etkilerinin tespit edilmesi. Bu gekilde probiyotik kullamm igin
secilebilecek antifungal ilaglara direngli suglarin belirlenmesi, ayrca klinikte
izokonazol ve oksikonazol antifungal ilaglarin kullamminda florayr etkilemeyecegi

digiiniilen dozlarn belirlenmesi amaglanmsgtir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Lactobacillus Cinsi Bakterilerin Genel Ozellikleri

Lactobacillus cinsi bakteriler Lactobacillaceae familyasma ait olup Laktik asit
bakterileri grubundandir (11, 12, 13).

Lactobacillus cinsi bakteriler anaerobik, gram pozitif, katalaz negatif spor
olusturmayan bakterilerdir ve genelde hareketsiz olsalar da baz tiirleri flagellalara
sahiptirler. Cofu Lactobacillus cinsi bakteriler cubuk (basil) sekillidirler ancak bazn
tirleri farkl uzunlukta ve zincir seklindedirler (koko-basil) (12, 14, 15).

Elektron mikroskobuyla yapilan incelemelerde Lactobacillus cinsi bakteriler 5 ana
kisimdan olustugu gosterilmistir.  Bunlar hiicre g¢eperi, sitoplazmik membran,
ribozomlar ve niikleer (kromozomlar ve plazmidier) elementlerdir (16).

Hiicre c¢eperi; Lactobacillus cinsi bakterilerde 20 — 40 nm kalinh@nda, mineral
maddeler (tuz vb.), su ve metabolitleri gecirebilen peptidoglikan (murein) bir
tabakaya sahiptirler. Peptidoglikan, N-asetilglikozamin ve N-asetilmurminik asit
monomerlerinden olugurlar. Hiicre geperinde bu monomerlerin diginda teikoik asit,
sekerler, proteinler ve notr polisakkaritler de bulunur. Teikoik asit hiicre ¢eperinin
negatif ylikiinden ve antijenik karakterinden sorumiudur. Teikoik asit, ribitol fosfat
veya glisero] fosfat polimerlerinden olusurlar. Bakterilerin hiicre geperi, ¢ogalma ve
azotlu maddelerin pargalanmasinda rol alan proteaz enzimlerine sahiptirler (16).

Sitoplazmik membran; Laktik asit bakterilerinin proteinleri kullanabilecegi
bityiiklige getirilmesi burada bulunan enzimler yardimyla sitoplazmik membranda
gergeklegtirilmektedir. Bunun yaninda sitoplazmik membranda fosfotransferaz



enzimleriyle aktif tagimada yapimaktadir. Peptidoglikanlarm ekstraselliiler
polimerizasyonu i¢in gereken enzimler de sitoplazmik membranda bulunmaktadir

(16).

Ribozomlar; Laktik asit bakterilerinde ribozomlar 708 tipindedir, 70S, 508 biiyiik ve
308 kiigiik olmak tizere iki alt iiniteden olugur. 508’ lik biyiik alt birim 508 rRNA ve
238 rRNA ile yaklasik 35 gesit protein; 308’ lik kiicitk alt birim ise 16S rRNA ve 25
farklt protein icerir. Laktik asit bakterilerinin birbirlerinden ayrmmnda 16S rRNA’
nm oOzelliklerinden yararlamlmaktadir ve 168 tRNA’ min defisen ve defismeyen
kistmlar bulunur. Degisen kistmlar yakin akrabalari, defiismeyen kisimlar ise uzak
akrabaliklarin tespitinde kullamimaktadir (16).

Plazmid: Laktik asit bakterilerinin ¢ogu en az bir adet plazmid igerir. Plazmidler,
ekzopolisakkarit ve antimikrobiyal madde sentezi gibi koruma gorevi iistlenmistir
(16).

Laktik asit bakterileri laktik asit fermantasyonuyla olusturduklan iiriinlerin cins ve
miktarna gore de simflandmibir. Homofermentatif laktik asit bakterileri glukozu,
Fruktoz Di Fosfat (FDP) yolu ile parcalayarak fermentasyon sonucu % 99 oramnda
laktik asit, %1 oramnda diger bilesikleri meydana getirirler. Heterofermentatif laktik
asit bakterileri, glukozu Hegzos Mono Fosfat (HMF) yolu ile parcalayarak
fermantasyon sonucu % 70 laktik asit diretilir. %30 oramnda da diger bilesikleri,
ozellikle asetik asit, etil alkol ve karbondioksiti, olustururlar (17, 18, 14, 15, 13).

Homofermentatif yol:

CsH1205 — 2 CH; - CHOH - COOH (Laktik Asit)
CsHi206 — CH;3 ~ CHOH ~ COOH + CH; - CH; - OH + CO,



Heterofermentatif yol:

CsHi20s — CH;3 -~ CHOH —~ COOH + CH; - COOH + CO,

Laktik asit bakterilerinin bir bagka karakteristik 6zelligi de karmagik biyiime ve
gelisme sistemleridir. Grubun hicbir iiyesi, icinde yalmz glukoz ve amonyum
bulunan bir mineral besiortaminda gelismez. Pek ¢ofu vitaminlerden bir yada birden
fazlasma gerek duyarlar. Aynica amino asit istekleri de ¢ok fazladir. Laktik asit
bakterileri genellikle, vitamince zengin, maya ekstrakti, domates suyu, peynir alt:
suyu, siit serumu veya kan igeren karmagtk besi yerlerinde iyi gelisirler (12, 14).

Su ve toprakta hemen hemen hi¢ rastlamlmayan bu bakterilere, cins ve tiire gére
deZisim gostererek siit ve siit iiriinleri caligma yerlerinde, bitki ve bitki atiklarinda,
insan ve difer canhlann bafirsak sistemlerinde rastlamr (13, 12). Ayrica saghkh
kadinlann vajen florasinda dominant olarak bulunmaktadir (7).

2.2, Vajinanm Fizyolojisi

Kadin genital sistemi, alt genital sistem ve iist genital sistem olarak iki kisimda
incelenir. Vajina alt genital sistem igerisindedir ve ii¢ tabakadan otusur (19):

Tunika mukoza
Tunika muskularis
Tunika adventisya

Vajina epiteli keratinize olmayan, yassi epiteldir. Ovaryan hormonlann etkisi
altindadir (20). Epitelin yiizeysel hiicreleri ¢ok miktarda glikojen igerir. Glikojen
miktar Ostrojenin etkisiyle fazlalagir. Aynica glikojenin parcalanmasindan meydana
gelen laktik asit vajinamn asitligini saglar (19). Bu asitlik vajinanm pH’> smin
diiymesine neden olur. Vajinadaki bu asitlik ve difier baz1 etmenler patojen bakteriler
icin bir engel olugturmaktadir. Vajinadaki glikojen miktanmin artmasi sonucu



mikroflora degisime u@ramaktadir ve genellikle de fungal geligimin arttify tespit
edilmigtir (3, 4).

2.3. Vajinal Flora

Serviksin mikrofloras:, vajinal mikroflora kadar iyi bilinmemektedir. Bunun neden;;
oral kontraseptif, gebelik ve dofum sirasindaserviks kanahmn bez yapisiimn
defismesi ve serviksin yapisindan kaynaklanmaktadir. Serviksin mikrobiyolojisi,
hem aerobik hem de anaerobik bakterilerden olugtugu bildirilmigtir. Anaeroblardan,
gram-pozitif koklar, en yaygm olarak izole edilenlerdir, gram-pozitif ¢ubuklar
(Lactobacillus tirleri dahil), gram-negatif cubuklar ve koklar da izole edilmigtir.
Gram-pozitif koklar, en yaygm izole edilen aerobik mikroorganizmalardir (8).

Saghkl bir insamn vajinal mikroflorasi, mukozadaki bir biyofilm tabakasimn
sekillenmesivle olusan Lactobacillus cinsi bakterilerden olugmaktadir. Bu bakteriler
vajen epiteline yapigarak, difer mikroorganizmalann vajen iginde yayilhp, burada
gelismelerini engeller. Bunu farkh mekanizmalarla gerceklegtirirler. Bunlar; laktik
asitlerin salgilanmasi, antimikrobiyal maddeler (bakteriyosin ve hidrojen peroksit
gibi.) tiretmek, besin maddeleri igin rekabet, vajinal epitele tutunmada reseptorler
i¢in rekabet ve koagregasyondur (21, 22). Saghkh bir vajinamn pH’ st 4,0-4.5
arasindadir, Vajinamin bu asitlife sahip olmas: patojenlerin gelismesini engeller ve
vajenin patojen enfeksiyonlara karyi korunmasmna yardimci olur (5). Diizenli
antibiyotik tedavisi géren vulvovajinal kandidiasis’ i hastalarda, normal floranin
bozulmasina bagh vajinal mikrofloramn koruyuculufunda diigligin  oldugu
bildirilmektedir (3, 4).

Sigara kullamm, gebelik, yag, menopoz, antibiyotik ve antifungal kullammma bagh
olarak vajinal mikrofloramn icerifi degismekte, lactobacillus’ un vajinadaki
orammn dismekte ve buna bagh vajinal enfeksiyonlarin olusumunun arttifs
bildirilmektedir (23, 8, 2).



Lactobacillus cinsi bakteri sayisiin  azalmasiin genital organ ve mesane
enfeksiyonlanmin artmasmna neden oldugu digtinilmektedir (24). Lactobacillus
suglanmn vajende azalmasiyla vajen enfeksiyonlarindan sorumiu olan Gardnerella
vaginalis’ de artig oldu@u bildirilmigtir (6). Gebelik dnleyici uygulamalardan sperm
oldiriicti ajanlann kullammu ile normal vajinal mikroflora bozulmakta ve tekrar eden
iirogenital sistem enfeksiyonlan olugsmaktadir (25).

Vajinal enfeksiyonu olan hastalarda, haftalik vajina i¢i Lactobacillus sp. tedavi
uygulamas: ile tiriner bolge enfeksiyonlannm olusumlarinda ve komplikasyonlarinda

azalmalar gozlenmigtir (26).

Cizelge 2.1 de goriildigh gibi, insan vajinasimn normal florasinda dominant
mikroorganizmalar Lactobacillus’ lardir (2).

Cizelge 2.1. Insan vajinasinin normal mikrofloras

52 Saghkh Insan Vajinasinda Belirlenen
Mikroorganizmalar Mikroorganizmalarm Dagihm
Sayr % Dafahm
Lactoebacilllus 45 87
Staphylococcus 32 62
Ureaplasma 28 54
Corynobacterium 19 37
Streptococcus 16 32
Gurdnerella 9 17
Bucteroides 7 13
Mycpolasma 7 13
Candida 7 13
Eubacterium 4 8
Bifidobacterium 3 6
Propionibacterim 2 4
Escherichia 1 2
Sarcina 1 2
Klebsiella 1 2




2.4. Lactobacillus Cinsi Bakterilerin Vajen Florasmdaki Onemi

Lactobacillus cinsi bakteriler saghkh kigilerin gerek barsak, gerekse vajen florasmda
bulunarak patojen mikroorganizmalara kargt mikrobiyolojik bir bariyer gorevi
gormektedir. Bu nedenle, dzellikle Lactobacillus’ larn tedavi ve koruyucu olarak
kadin iirogenital ve genital sisteminde kullamlabilecegi digiiniilmektedir (8).
Menopoz sonrast vajinal mikroflorada Lactobacillus spp.’ lerin miktannin azaldigh
hatta ileri yagtaki hastalarda tamamen bulunmadi tespit edilmistir. Ancak 6strojen
hormonunun takviyesi yapilan hastalarda menopoz sonrasinda dahi vajinal
mikroflorada Lactobacillus spp.’ lerin egemen olabildigi bildirilmigtir (8).

Lactobacillus cinsi bakterilerinin olugturdugu laktik asitin yaninda, hidrojen peroksit
(H20,) ve bakteriyosin gibi antimikrobiyal maddelerinde florayn korumada 6nemli
etkileri mevcuttur (11).

Yapilan bir c¢aliymada hidrojen peroksit konsantrasyonu yitksek olan ortamdaki
hiicrelerin kanser hiicrelerine doniigimiiniin engellendifi, hatta hidrojen peroksitin
kanserli hiicreleri tekrar eski haline doniistitrdiigin diigiinitlmektedir (27).

Martin ve arkadaglanimn, yaptifi bir calisma da da HIV-1’ le olugan viral enfeksiyon
ile vajinal florada bulunan Lactobacillus’ lar arasmda bir iligkinin olup-olmadif
belirlenmeye cahgiimigtir. Altyiizellivedi hayat kadimyla yapilan bir aragtrma
sonucunda kadmlarin %26’ sm da Lactobacillus cinsi bakteri tiirleri gdzlenmigtir,
Geri kalan kadinlarda Lactobacillus cinsi bakteri bulunmamasiyla HIV-1
infeksiyonunu kazanma riskinin artmastyla bir iligki oldufu belirlenmigtir. Buy
cahgmadaki sonuclara gore vajen florasinda Lactobacillus cinsi bakteri turlerine
sahip kisilerde HIV-1 virusuna rastlanmazken, florada Lactobacillus cinsi bakteri
belirlenmeyen kadinlarda HIV-1 virusuna rastlanmmstir (28).

Yapilan bir bagka aragtirmada da, in vitro kogullarda yitksek hidrojen peroksit fireten
Lactobacillus cinsi bakterilerin HIV® e antiviral etki gosterdifi saptanmgtir (29).
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Lactobacillus cinsi bakterilerin timor hiicrelerini inhibe edebilmesi, B-glikozidaz, B-
glikuronidaz ve azorediiktaz gibi enzim iiretimleriyle kanserojeniklerden zararsiz
kompleksler ortaya gikarabilmesi ve nitrozaminler gibi kanserojenleri yikarak
nitroreditktazs durdurmas: nedeniyle de antikanserojen oldugu diginilmektedir
(30). Aynca laktik asit bakterilerinin immiin sistemi tegvik ederek organizmay:
safhkh tutmaya yardmc: oldufu belirlenmistir (31). Lactobacillus cinsi
bakterilerinin vajinal mikroflorada makrofaj ve lenfosit aktivitesini uyararak immiin
cevaba neden oldugu tespit edilmistir (23).

Lactabacillus’ lann vajinal ekosistemi korumada etkili olan ve onu ekosistemdeki
diger bakterilerden iistiin kilan ozellikleri agagidaki gibidir (32);

1- Antimikrobiyal madde olusumian
Bakteriyosin

Laktik asit

Hidrojen peroksit (H20)

2-Agregasyon ve koagregasyon 6zelligi
3-Bakteri yiizey uzantilan

Flagella

Fimbria

2.4.1. Antimikrobiyal madde iiretimleri

2.4.1.1. Bakteriyosin

Bakteriyosinler, protein veya protein kompleksleri olup, baz bakteri tirleri
tarafindan iiretilen potansiyel antimikrobiyal maddelerdir (33, 34, 11, 35).

Klaenhammer, simdiye kadar karakterize edilmis olan Lactobacillus
bakteriyosinlerinin protein yapisinda, bakteriyosidal etki mekanizmas: sergileyen ve
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kendisine ¢ok yakin cinsleri etkileyen bir etki mekanizmasma sahip oldugunu
bildirmigtir (34).

Tagg ve arkadaglan, bakteriyosin igin 6 karakteristik oOzellik belirlemiglerdir ve
bakteriyosinin, biyolojik olarak aktif protein ve plazmid kaynakh olduklan iizerinde
durmuslardir (36).

Protein veya peptitlerden olusan bakteriyosinin antagonistik etkisi oldufu ve
bakteriyosinin proteolitik enzimlerle inhibe olabilecegi aciklanmigtir (37).

Yapilan bir aragtirmada insan vajeninin arka forniksinden izole edilen Lactobacillus
pentosus TV35b sugundan izole edilen bakteriyosinle Candida albicans iizerine
calisma yapilmig, cahsma sonucunda bakteriyosinin bakterisidal etki gostererek,
C.albicans'm gelisimini inhibe ettifini belirlemiglerdir. Yine aym c¢alismada bu
bakteriyosinin 2,35-3,4 kDa arasinda degSisen molekiil afirhfina sahip, peptit
yapisinda oldugu tespit edilmistir (38).

2.4.1.2. Laktik asit

Laktik asit bakterilerinin, Laktat Dehidrogenaz (LDH) enzimleri araciifiyla,
metabolizmalan sirasinda laktozu pargalayarak olugturduklan maddedir ve
mikroorganizmalar iizerinde olumsuz etki yapmaktadir. Eksi tatta, kokusuz bir
organik asittir (39, 13, 40). Laktik asit bakterileri laktozu, ¢ogunlukia %0,5-1,5 luk
laktik asit konsantrasyonuna kadar part;a]aﬂar, ancak %3 konsantrasyona kadar
fermentasyon yapan titrleri de vardir (15).

Savay- de- Giori ve arkadaslan, /. plantarum suglarmn asit iiretim yeteneklerinin
inkiibasyon 1sisma bagh olduunu ve I.. plantarum CRL60 ve I.. plontarum CRL83
suslarmnin 30-37 °C’ de asit iiretirken, 15 °C’ de asit iiretmedigini bildirmiglerdir (42).

Lactobacillus cinsi bakteriler pH’ y1 3,5-3,2° ye kadar digiirebildiklerinden dolayr
asitlife kary1 daha dayanikhdirlar (41).
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Reid ve Bruce, diisitk vajinal pH ile iirogenital enfeksiyon arasindaki iligkiyi
araghirmislar. Vajinada L. casei subsp rhamnosus GR-1 susunun kolonize oldugunu
bildirmigler. 1 yil siiresince haftada 1 kez menopoz éncesi dénemde bulunan 10
kadina (ortalama 33 yas civarinda ve gebelik Onleyici olarak uygulanan sperm
oldiiriici  ajanlanndan kullanmayan) 7. casei subsp rhammosus GR-1 ve L.
fermentum B-54 suslan vajina icine konulmug. Her hafta vajina ici pH 4,8+0,5 olarak
olglilmis. Sirekli tekrarlanan iriner sistem enfeksiyonu (etkenler, E. coli,
Streptococcus sp., Staphyococcus sp.) olan 4 hastada aragtirma sonucunda {iriner
sistem enfeksiyonlarinda diigiiy gorilmiigtiir. Vajinal pH’ min dugiklign, vajinada
kolonize olan Lactobacillus cinsi bakterilerin laktik asit iiretimiyle gerceklestifi ve
iiriner sistem enfeksiyonlarinda diistise neden oldugu rapor edilmistir (43).

2.4.1.3. Hidrojen peroksit (H,0;)

Laktik asit bakterilerinin iiremeleri sonucu hidrojen peroksit olustururlar. Olugturulan
hidrojen peroksit miktan, laktik asit bakterilerinin cins, tiir ve hatta suslarina gore
farkhiik gostermektedir. Hidrojen peroksit termodinamik bakimdan kararsiz bir
bilesiktir, su ve oksijene ayngir (11, 44).

2H0, - 2H,0+0,

Bu reaksiyon 1s1, 15tk ve katalizor olmadikga gergeklesmediginden hidrojen peroksit
uzun siire saklanabilir.

L. plantarum, glikozlu substratta ve oksijenli ortamda iiretildii zaman bakterinin
NADH oksidaz, pruvat oksidaz ve NADH peroksidaz aktivitelerinde artis oldugu
bildirilmigtir. Enzimlerin aktivitesi sonucu ortamda belirli miktarda hidrojen peroksit
olustugu gosterilmisti. NADH oksidaz, piruvat oksidaz enzimlerinin invivo
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kosullarda, NADH peroksidaz enziminin invitro kogullarda hidrojen peroksit
irettikleri agiklanmigtir (45).

Fernandes ve arkadaglan, bazi bakterilerin patojen mikroorganizmalarmn {iremesini
kontrol eden gesitli antimikrobiyal maddeler olusturdugunu saptamglardir. Ornegin,
Lactobacillus lactis’ in hidrojen peroksit tiretip . coli’ nin in vivo olarak iiremesini
durdurdugunu gozlemislerdir. Aynca laktik asit bakterileri tarafindan antimikrobiyal
maddelerin intestinal ve (riner sistem enfeksiyonlannda koruyucu rol aldiini tespit
etmiglerdir (46).

Hidrojen peroksit, ortamda yitksek konsantrasyonlara vardi® zaman, gercek
antibiyotik olmadig halde Staphylococcus, Streptococcus ve Clostridium gibi bir ¢ok
bakterilerin geligimini engelleyebilmektedir (47).

Hidrojen peroksit, mikroorganizmalarm enzim aktivitelerinin  bozulmasina,
enzimlerin kimyasal yapisimn, biyokimyasal karakterinin ve aktivitelerinin
degisiklife ugramasina ve béylece enzimlerin inaktive olmasma neden olmaktadir.

Hidrojen peroksiti yiksek oranda dreten Lactobacillus tirleri saglkli kadmm
vajinasinda bakteriyel vajinosis’ li kadinlarda bulunan tirlere gére daha fazla
bulundugu tespit edilmistir (48). Hidrojen peroksit iiretimi yiiksek olan tirlerin
bulundugu vajinada  Neisseria gonorrhoeae ve Gardnerella vaginalis gibi
patojenlere 6ldiiriicii etki yaptih diigiiniitmektedir (49).

Ocana ve arkadaglan, laktik asit bakterilerinin, laktik asit, bakteriyosin ve H>0, gibi
antagonistik madde iretimleriyle vajinal mukozamn kontroliinde rol aldiklarm
diisinmiiglerdir. Bu nedenle insan vajinasinda H,Q, iiretimi yiiksek olan izolatlar
elde etmigler. En yiksek H,O, direten izolatin Lactobacillus crispatus F117 susu
oldugunu belirlemiglerdir. Bu susun Candida sp., E. coli, FEnterococcus sp.,
Klebsiella sp., S. aureus, Streptococcus agalactiae ATCC 1022 ve Streptococcus sp.
patojenlere karg1 inhibitor etkisi aragtinlmmg ve bu arastirma sonucunda inhibitor etki
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bakimindan Gistin bir sus oldugu belirlenmistir. Lactobacillus crispatus F117 nin
vajinal sistemde probiyotik olarak kullamlabilecegi diigiintilmiistiir (6).

Yapilan bir cahgmada hidrojen peroksit konsantrasyonu yiiksek olan ortamda ki
hiicrelerin  kanser hiicrelerine doniisiminiin engellendii, hatta laktik asit
bakterilerinin olusturdugu hidrojen-peroksitin kanserli hiicreleri tekrar eski haline
donistiirdiigii dissiiniilmektedir (27).

2.4.2. Agregasyon ve koagregasyon Gzellikleri

Bakterilerin agregasyon Ozelligine sahip olmasi bulundugu hiicrelere tutunma ve
dominant olarak kolonize olmasim saflayacagindan Ozellikle probiyotik agidan
Gnemli bir kriterdir.

Agregasyon kelime manasi olarak toplanma, bir araya gelme, kiimelesme olarak
tammianir (50). Laktik asit bakterilerinin bu 6zellifi nedeniyle bulundugu yiizeye ve
birbirlerine yapigarak biyolojik bir bariyer olugtururlar (51).

Koagregasyon ozelliginden dolayr da laktik asit bakterilerinin bulundugu ekosisteme
giren patojen bakterilere yapigarak onlan etkisiz hale getirmekte, boylece olast bir
enfeksiyonu ve bakterinin toksik etkisini engelleyebilmektedir. Laktik asit
bakterilerinin bu 6zellifi nedeniyle bulundugu hiicrede diger bakterilerle rekabet
haline girerek dominant bir sekilde kolonize olmas: saglamr (51).

2.4.3. Bakteri yiizey nzantilan

2.4.3.1. Flagella

Bazi mikroorganizmalar, ince, uzun, dalgah, sarmal yapirda olan bu organeliere
sahiptir. Bakteri tiirleri arasinda, hatta aym tiir icinde bile, iireme kosullarina bagh
olarak flagellumlarm ¢api, uzunlugu, sayisi, kimyasal yapis;, ve yerlesme diizeni
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balimindan oldukca farklar gosterdigi bilinmektedir. Flagellumunu kaybetmis
bakteriler hareket edemezlerken, yasama, lireme ve diger fizyolojik aktivitelerine
normal olarak devam ederler ve kisa bir siire sonra flagellumlan tekrar olugmaya
baglar (52). Vajendeki Lactobacillus cinsi bakterileri genelde hareketsiz ise de, baz
tiirleri flagellalara sahiptir ve bu nedenle hareket edebilmektedir. Hareketlilifin
mikroorganizmaya toksik maddelerden sakinma ve daha miisait yere tasmma imkam
verdigi digtintilmektedir ve béylece Lactobacillus cinsi bakterilerin ekosistemdeki
diger bakterilere nazaran iistiinliik sagladi: belirlenmistir (7).

2.4.3.2. Fimbria

Gram negatif veya gram pozitif, hareketli veya hareketsiz mikroorganizmalarda
flagellumlardan ayr: olarak sitoplazmik membrandan orjin alan, kisa, diiz, bazlarmm
ortas: bog ince ve ¢ok sayida olugumlara rastlamlmaktadir ki bunlara fimbria (pilus)
adi verilmektedir. Fimbrialar sindirim ve irogenital sistemde yerlesen
mikroorganizmalar icin hiicrelere tutunma, yverlesme ve yapigmasma (adhezyon)
yardimer oldugu bildirilmektedir (52).

Lactobacillus’ lann iki tirt haric diger biitiin tirlerinde fimbria gozlenmistir.
Lactobacillus tirlerinin geligtifi ortama gore fimbrialann sayis1 defismektedir ve bu
sayt 25-1000 arasindadir. Fimbrialann bakterinin yiizeye tutunma o6zelligi
sagladifindan  dolay:, vajinamn normal florasmin  diizenlenmesinde 6nemli
faktorlerden biri oldugu disiiniilmektedir (7).

2.5. Kadm Genital ve Urogenital Sistemlerinde Baz: Enfeksiyonlar ve Seksiiel
Yolla Bulagan Hastahklar ( STD,)

2.5.1. Kandida vajiniti

Etkeni Candida albicans’ dir. Vajinada en sik goriilen maya turiidiir ve vajinal
enfeksiyonlar icinde en yaygm etken olarak gériilmektedir. Vajinada kandidiyasiz
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denilen iltihaph enfeksiyona neden olur. Yapilan aragtirmalarda vajinal floramn
degismesine bagh C. albicans’ m vajinadaki sayisimn  arttift  belirlenmigtir.
Kandidiyosizde vajinal akinti, vulvada 6dem, yanma ve kagmnt: ilk bulgulardir (53,
54). Kandidiyosiz genelikle; diyabetli kigilerde, oral kontraseptif ve enjekte edilen
kontraseptif kullananlarda, gebe kadinlarda, antibiyotik kullamm: sirasinda (ozellikle
tetrasiklin ve ampisilin), daha sik gdzlemlenmigtir (53).

2.5.2, Bakteriyel vajinozis

Saghikh bir kadinmn vajinal bolgesinde baskin ve vyitksek oranda bulunan
Lactobacillus cinsi bakteri populasyonunun, diger fakiltatif ve anaerobik hastahk
yapict mikroorganizmalarla yer de@istirmesiyle olugmaktadir (26). Herhangi bir
belirti gostermez. Vajina iltihabidir. Normal vajinal florada dominant durumda
bulunan Lactobacillus cinsi bakterilerin yerini cesitli nedenler (sabun, deterjan, yag
kullantmi, deodorantlar, tampon, oral ve vajinal kontraseptiflerin kullanmm gibi
benzer etkenler) sonucu (7. vaginalis bakterisi alarak vajinanin iltihabina neden
olmaktadir (53).

2.5.3. Toksik sok sendromu

Etkeni Staphylococcus auwreus bakterisidir. Vajinal enfeksiyonlarda yaygin olarak
gorilmektedir. Bayanlanin kullandifi tamponlar veya hijyenik kurallara uymama
nedeniyle vajinaya yerlesmektedir. Yiksek ates ve tansiyonun digikligi
goriilmektedir (54, 6).

2.5.4. Trikomoniyazis

Etkeni Trichomonas vaginalis’ dir. Kamgih bir parazit olup, genellikle bazik ve hafif
asidik ortamlarda geligme gOstermektedir. Vajen ve servikste enfeksiyona neden
olur. Kadinlarda vajinal akinti, vajen ve vulvada kaginti sikayeti olabilir, fakat
genelde belirti gostermez. Trikomoniyazis, cinsel iliski sirasinda enfekte olan kiginin
vajen veya (retra salgilanna maruz kalmak veya bu salgilarla kontamine olmug egya
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aracihf ile gegebilir. 16-35 yag arasinda daha yaygin olarak goriilmektedir. Hastahk
tamst konulduktan sonra her iki este tedavi gérmelidir (50, 53, 54).

2.5.5. Servisit

En sik goriilen servisit nedenleri Chlamydia trachomatis ve Neisseria gonorrhoeae’
dir. Enfeksiydz servisitte servikal kanal epitelinde enfeksiyon vardir ve epitel
serviksin diy afzindan vajene dofru diga donmiistiir. Eger tedavi edilmezse uterusu
tutarak pelvik enflamatuvar hastaha ( PID ) neden olur (53).

Chlamydia trachomatis: Uretramn, serviks ve fallop tiiplerinin iltihabmna neden
olmaktadr ve cinsel yolla bulagsmaktadir (54). Tedavi edilmedigi takdirde dogum
sirasinda bebefin gozinde ve akcigerlerinde enfeksiyona neden olabildigi ve
dogumlarin %50-70’ inin diigiikle sonlandifh bildirilmigtir (53).

Neisseria gonorrhoeae: Gonorenin etkenidir ve halk arasinda erkeklerde bel
soguklugu olarak bilinmektedir. Cinsel yolla bulagmaktadir. Bazs kaynaklar vajenin
pH’simin  defisimine bagh olarak vajenin gonoreya kargt direng kazandiim
bildirmiglerdir (54). Tedavi edilmedigi takdirde kisirhk ve dis gebelife neden
olabildigi bildirilmigtir (53).

2.5.6. fnsan immun yetmezlik viriisii ve ATDS

Etkeni Human Immunodeficiency Virus' tix (HIV). Tirkiye’de ve diinyada hizla
yayilmakta olan viral kaynakh bir hastahktir. immun sistemin baskilanmasi sonucu
olusur ve AIDS etkenidir (28). Cinsel iligki, ortak kuflamilan igneler ve kan
transflizyonu sirasinda bulagabilir. ELISA testi ile anti-HTV antikorlan saptanabilir.
Guniimiizde tamda kullamlan en giivenilir yoldur (53).
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2.5.7. Genital sifiller (kandiloma akiiminata)

Genital ve anal sigillerin nedeni papovaviriis grubundan Human papilloma virus’ tior
(HPV). Zarf icermezler. Virisiin 57 genotipi belirlenmigtir. Vulva, penis, serviks ve
perianal bolgede HPV 16 tipi daha yaygmn goriilmektedir. Son willarda serviks
kanserlerinin en biyilkk nedeninin HPV oldugu bildirilmektedir. Deri ve mukéz
membram infekte etmekte ve HPV infeksiyonlan iyi ve koti huylu servikal
lezyonlara neden olmaktadirlar (53, 55).

2.5.8. Uretrit

Uriner yollarm enfeksiyonudur. Genellikle temizlige dikkat edilmediginde meydana
gelmektedir. Hastahgn Salmonella enteritidis, Fscherichia coli ve Pseudomonans
aeruginosa etkenleri arasindadir (54).

Salmonella enteritidis: Saghkh kisiler tarafindan kirli su ve yiyeceklerle ahnarak
mideye ve buradanda ince bafirsaga gecerek burada iireyerek diyareye neden oldugu
bildirilmigtir (54).

Escherichia coli: Onemli bir firsatc1 patojendir. Bagirsaklarm normal flora ttyesi olan
F. coli, viicutta bagka bir organ veya dokuya gegtifiinde enfeksiyona neden olur.
Uriner enfeksiyon bunlardan birisidir (54).

Pseudomonans aeruginosa: Firsatgi bir patojen olarak kabul edilen P. aeruginosa
insanlarda birgok enfeksiyona neden olmaktadir. Bu infeksivonlarin son yillarda
hastane ortanunda ¢ok kolay banndifn ve direngli suglann bir hayli arttfh
gozlenmektedir (54).

2.6. Laktik Asit Bakterilerinin Probiyotik Kullanimda Onemi

Probiyotikler, insan ve hayvanlann dofal mikroflorasinda, kullammilan sonucunda,
afizda, sindirim sisteminde, iist solunum yollannda yada irogenital kanallarda
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yararh etkileri ile konak¢imn sagh@fim koruyan, buralarda olugan enfeksiyonlann
iyilesmesine katkida bulunan, tek veya karngtk mikroorganizma kiiltiirleridir (56).

Laktik asit bakterileri izerinde yapilan gahigmalar 1974 yilinda probiyotik teriminin
kullamimastyla yeni bir boyut kazanmugtir. Probiyotik kelimesi latince “canh igin”,
antibiyotik terimi ise “canliya karst” anlarmna gelmektedir (57). Son yillarda artan
gecim sikintis;, olumsuz ¢evre sartlan kontrolsiz ve saghksiz gidalann
kullamlmastyla insan hayat risk altindad. Ozellikle kontrolsiiz kullandan bir ¢ok
antibiyotik ve ilaglar organizmada mevcut mikrofloradaki dengeyi bozdugu gibi,
onanlmas: giig hastaliklara neden olmaktadir. Ornegin, patojen bakteriler florada
dominant duruma gecgerek bobrek, barsak ve vajinada enfeksiyonlara neden
olmaktadir.

Probiyotikler 6zellikle organizmada, gerek saghkh bir gelisme gerekse hastaliklarn
tedavisinde antibiyotiklerin yerine, do@al biyolojik #iriinleri destekleyici alternatif
iiriinler olarak kullamlabilir. Bu sayede mikroflorada stabilite saBlandif gibi
disanidan alinan diger maddelerin (ilag, antibiyotik vb.) olumsuz etkilerinin de oniine
gecilmis olunur. Son yillarda biyolojik sistemlerden tip, eczacilik, endiistri, tarim ve
hayvancilikta faydalanilmaktadir. Giiniimiizde hem daha giivenilir, hem de daha
ekonomik olmas: nedeniyle her dalda biyoteknolojik ¢ahsmalara agwhk verilmigtir.
Laktik Asit bakterilerinin vajen florasinda ve dofial insan florasindaki olumlu
etkileri diigiiniilerek probiyotik teknolojisinde, istiin ozelliklere sahip bazi suglarin
kullamlarak,  hastaliklarin  tedavisinde  antibiyotiklere  alternatif  olmas:
digtiniilmektedir. Aragtirmacilar, probiyotiklerin sadece tedavi amach olmayip, tipta
koruyucu amagh da kullamlabilecefini, ancak bunmun ig¢in segilecek suglarm
antibiyotiklere ve antifungal ilaclara direncli olmasinin énemli bir kriter oldugunu
bildirmiglerdir (8, 6).

Insanlarda floramn korunmasi, uzun siren antibiyotik ve antifungal tedavilerine
alternatif olmasi bakimindan laktik asit bakterileri probiyotik olarak kullammm
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Onerilmektedir (6). Laktik asit bakterilerinin probiyotik olarak onerilmelerinin bir
nedeni de laktik asit bakterilerince antitimdr ozellik gosteren bilegiklerin
sentezlenmesi ve immiin sistemi aktive ederek, antikansorejenik etki gostermeleridir
(58, 59).

Aynca probiyotik bakteriler organizmamn immun sisteminde uyanc: bir etki
yaparlar. Laktik asit bakterilerinden L. casei, L. delbrueckii ssp. bulgaricus suglanmn
makrofaj aktivasyonunu arttirdiklan belirlenmigtir. Probiyotik olarak kullamlabilecek
laktik asit bakterilerinin hiicre duvannda bulunan peptidoglikan ve polisakkaritlerin,
nitrozamin gibi kansorojen etkili maddelerle kimyasal baflar olusturarak, onlan
etkisiz hale getirdikleri bildirilmektedir (60, 61, 62).

Urogenital enfeksiyon, biitin diinyada kadmlar arasimda yaygin olan bir saghk
problemidir. Giintimiizde tedavi alamnda ¢ok sayida ilkel uygulamalar mevcuttur.
Yine tedavide antimikrobiyal ajan kullanmm da olduk¢a yaygindir. Son zamanlarda
segici laktik asit bakterilerini iceren probiyotik yaklagimlar gelistirilmigtir (8).

Kadin  drogenital bolge  enfeksiyonlanmn  kontrolinde  probiyotiklerin
kullamimastyla, son yillarda probiyotik biyoteknolojisine yonelik, bilimsel ve
teknolojik ¢ahsmalara afirhk verilmistir. Béylece tiriner enfeksiyon yada benzeri
hastahklan olan ¢ok sayida kadimn klinik ve klinik dist desteklenmesine gecerli bir
zemin hazirlanmgtir. Bu enfeksiyonlar somucu kadin &liimlerinin artmas: ile,
korumaya yonelik akademik ¢ahigmalanin  endistrivel alana  tasmmas:
hedeflenmektedir (8).

Potansiyel probiyotik olarak kullamlabilecek Lactobacillus tirlerinde olmas: gereken
ozellikler (8).

» Antimikrobiyal madde tiretimi olmalidir.
* Antibiyotiklere karsi direnci olmahdir; antibiyotife bagh diyare ile ortaya cikan
hastalarda  bafirsak  florasim  diizeltmek amaciyla  kullanilabileceSinden,
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antibiyotiklerden etkilenmemelidir. Antibiyotiklerle birlikte mikroflorayr korumak
amactyla kullanilabilmeli.

* Bulundugu hiicrelere tutunma 6zelligi olmah.

» Diger mikroorganizmalarla rekabete girebilmeli dominant olarak kolonize

olabilmelidir (koagregasyon ve agregasyon).

« Bakteri morfolojik olarak biiyiik olmalt

+ Spermisitlerden etkilenmemeli.

» Stabil olmahdir, diigitk pH gibi cesitli olumsuz dis etmenlere kars1 yerini muhafaza
edebilmelidir.

* Gitvenilir olmahdir, insanda ve hayvanda bulundugu yerde yan etki

gostermemelidir.

Probiyotik olarak kullamlan baz laktik asit bakterileri Cizelge 2.2’ de verilmigtir
(63).

Cizelge 2.2. Probiyotik olarak kullamlan laktik asit bakterileri

Lactobacillus bulgaricus
Lactobaciitus Lactobacillus cellobiosus
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus lactis
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus brevis
Lactobacillus casei
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus johmsonii
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus erispatus
Lactobacillus salivarius
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus spp. rhamnosus
Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus

Pediococcus Pediococeus cerevisiae
Pediococeus acidilactici
Pediococcus pentosaceus

Streptococcus Streptococcus cremoris
Streptococeus thermophilus
Streptococcus intermedius
Streptococcus lactis
Streptococcus diacetilactis
Leuconostoc Leuconostoc mesenteroides
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal Ornekleri

Aragtirma HPV (+) li (1 hasta), gebe (2 hasta), saghklt (4 hasta), menopoziu (2
hasta), adet diizensizlifi (5 hasta) ve enfeksiyon (2 hasta) sikayetiyle klinige
bagvuran 19 kadimn vajinasmun yan duvarindan alnan orpeklerle yapimstir. Bu
calisma 19 kadimn 10° undan izole edilen 58 Lactobacillus spp. suslanyla

Belirgin vajinal kandidiyasizi, bakteriyal vajinosizi ve aktif vajinal kanamas: olan
hastalar caligmaya dahil editmemistir.

Aragtrmada kullamlan patojen test bakterileri Pseudomonas aeruginosa ATCC
29212, Staphylococus aureus ATCC 2392, Salmonella enteritidis RSKK 171,
Escherichia coli ATCC 11230 ve Candida albicans ATCC 10239 Gazi Universitesi
Biyoteknoloji Laboratuarmdan temin edilmigtir.

Denemelerde kullamlan C. albicans AJD 180 vajen izolatr olup, Amittepe Jandarma
Dispanserinden temin edilmigtir.

3.2. Metod
3.2.1. Bakterilerin izolasyonu

Aragtirma HPV (+)’ H, gebe, saghkh, menopozlu, adet diizensizligi ve enfeksiyon
sikayeti Ozelliklerine sahip 19 kadmm vajinasinm yan duvarna degdirilen iki
pamuklu cubukla ahnan Orneklerden birinci pamuklu cubuk steril sartlar altinda
direkt olarak MRS Agar ve Laktik Agarh kati besiyerine inokiile edilmigtir. Tkici
pamuklu ¢ubuk steril sartlar altinda 1 ml steril fizyolojik suya ilave edilerek iyice
kangtinlmig ve 107-10° geklinde seri diliisyonlar gerceklegtirilmigtir. Her bir
diliisyondan 0,1 ml alinarak, MRS Agar ve Laktik Agarli kat besiyerine inokiile
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edilmistir. Ornekler steril drigalski spatiilii ile besiortami iizerine homojen bir ekilde
yaytlmugtir. Petriler %5 CO,’ li ve 37+1 °C’ lik ortamda 24-48 saat inkitbasyona
birakitmigtir (64, 25).

Inkiibasyon bitiminde besiortamn {izerinde geligen bakteri kolonileri ve Laktik
Agarda san renkli zon olusturan koloniler incelenip, total Lactobacillus cinsi bakteri

sayum yapimistir (65).

Koloni say1s1xSeyreltme faktorii

Kob/ml (cfu/ml) =
Dilissyon tiipiinden petri kabina aktarilan hacim (mt)

Seyreltme faktorii =
Seyreltme oram

Kolonilerden kirli beyaz renkli koloniler segilerek preparat hazirlanmustir. Hazirlanan
preparatlar gram boyama (66) yapihip mikroskop altinda incelenmigtir. Gram (+) ve
cubuk sekilli olan bakteriler MRS Broth besiortamina inokiile edilip, 37 °C’ de 24
saat inkiibasyona birakilmgtir (64).

Laktik Agar (67)

Maddeler g/l
Tripton 20
Yeast Ekstrakt 5
Dekstroz 5
Laktoz 5
Sakkaroz : 5
Sodyum Klorid 4
Sodyum Asetat 1,5
Askorbik Asid 0,5
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Brom Krosol Purple 0,04

Maddeler 1000 ml distile edilmig suya ilave edilip, pH 6,8 + 0,2’ ye ayarlanp, 0,5
atm basingta 15 dakika otoklavda steril edilmigtir. Amaca uygun olacak sekilde
besiyerine %2 oramnda agar ilave edilip kat: besiyeri hazirlanmgtir,

MRS Broth (68)

Maddeler gl
Pepton 10,0
Beef Ekstract 10,0
Yeast Ekstrakt 5,0
Dekstroz 20,0
KoHPO, 2,0
Na-Asetat . 3H,0 5,0
Tri Amonyum Sitrat 2,0
MgSO0, . TH,0O 0,2
MnSO; . 4H,0 0,05
Tween 80 Iml

Maddeler 1000 mi distile edilmig su icerisine ilave edilmistir. Besi ortammn pH’ st
0,01 N H; SO, ve 0,01 N NaOH’ le 6,2 + 0,2’ ye ayarlanmugtir. Amaca uygun olacak
sekilde besiyerine %2 oramnda agar ilave edilip kat1 besiyeri hazrlanmstr.
Besiortamu 121 °C’ de 15 dakika otoklavda steril edilmigtir.

3.2.2. fzole edilen suslarm muhafazas:

izole edilen suglar, MRS Broth’da iki kez ard arda aktiflestirilmistir. 0,3 ml gliserol
ieren eppendorf tiiplerine konularak 121 °C’ de 15 dakika otoklavda steril
edilmistir. Steril kogullar da iki kez ard arda aktiflestirilen kiltiirlerden 0,6 ml
konularak -20 °C’ de saklanmstir (39).
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3.2.3. Teshis testleri

Cesitli hastalardan izole edilen izolatlann ayirt edilmesi amaciyla gesitli fizyolojik ve
biyokimyasal testlerden yararlandmustir. Bakterilerin morfolojileri, hareket
durumlan, spor olugturma durumlan, gram boyamaya karst reaksiyonu ve katalaz
reaksiyonlan incelenmigtir. Bunlara ilave olarak bakterilerin stvi besiyerindeki iireme
durumu, kati besiyerindeki koloni sekli ve yaplan da incelenmistir. Mikroskop
altinda yapilan incelemelere gore Lacfobacillus spp. olarak teshis edilen bakterilerin
identifikasyon testleri gergeklestirilmigtir. Oncelikle izolatlann cesitli karbon
kaynaklarninda treme durumlan, bakterilerin homofermantatif ve heterofermantatif
durumlan, 15 °C, 45 °C ve 50 °C’ de geligmeleri, %2 NaCl, %4 NaCl, %6,5 NaCl
iceren besiortaminda iireyebilme yetenekleri, katalaz reaksiyonu, eskulin, nisasta,
arjinin hidrolizi reaksiyonlan ve izolatlann glikozdan gaz olusturma durumlan

incelenmistir.
3.2.3.1. Biyokimyasal test kitleri

Bakteri suslanmn tiir diizeyindeki teshisleri Lactobacillaceae familyas: icin spesifik
olan minyatiirize edilmi biyokimyasal test kitleri (API 50 CHL bioMERIEUX)
kullandmustir API 50 CHL sistemi 49 minyatiirize edimis biyokimyasal test ve
verilerin kullamldis teshis diizenidir. APT 50 CHL, seritleri dehidrate edilmisg
maddeleri igeren 49 mikrotiip igerir.

Bakteri siispansiyonu hazirlamak igin, izolasyon plaklarindan 6ze ile tek koloni
alinmig ve 2 ml sispansiyon igeren besiortaminda emiilsiyon haline getirilmistir. Bu
siispansiyondan bir baska S ml’ lik siispansiyon icerisine 2 Mc Farland
bulamkhifinda olacak gekilde damlatdarak homojen bakteri stispansiyonlart
hazirlanmgtir. Damlatilan miktarin 2 kati kadar APY 50 CHL medium besi ortamina
konulur. Besiortamindan API test mikrotiiplerinin tiip kisimlarma icinde hava
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kalmayacak sekilde steril uglu mikropipet kullamlarak ekimleri yapilmistir. Ekim
yapilan tipler tizerine mineral oil damlatilarak hava ile temast kesilmigtir.

Mikrotiiplerden olusan striplerin kapaklan kapatlmigtir. Sug numaralan inkiibasyon
kutularma yazlarak suslann kansmas: onlenmis ve 37 °C’ de 48 saat inkiibe
edilmistir. Elde edilen sonuglar bir bilgisayar programm kullamlarak tiir teshisi
yapilmstr.

3.2.3.2. Seker testleri

Vajinal izolatlarin fruktoz, galaktoz, glukoz, dekstroz, sukroz, laktoz, maltoz,
arabinoz, rafinoz, riboz, amigdalin, ksiloz, salisin, melezitoz, mannitol, mannoz,
sorbitol, trehaloz gibi sekerleri iceren besiortamlannda seker kullammlart test
filmistir.

Seker testleri icin MRS Broth besiortamindan karbon kayna@: olan dekstroz
¢tkanimustir. 1000 mP® ik besiortamma 0,02 gr. brom krosol purple ilave edilmigtir.
Besiortamindan 2 ml ahnarak tiiplere konulmustur ve 0,5 atm basmg¢ta 15 dakika
steril edilmistir. Aktif kiltiirden%1 oramnda ekim yapilarak, 37 °C’ de 24-48 saat
bekletilmistir. Sonuglar renk degisimine gore degerlendirilmistir (16, 66, 69, 70, 71).

3.2.3.3, Eskulin hidrolizi
Eskulin hidrolizi igin dncelikle;
Eskufin 1g

Ferrik Sitrat 05g
Peptoniu Su 1000 ml

Peptoniu S

Pepton 10g
NaCl 5g



27

1000 ml saf su ilave edilerek hazmrlanmugtir. Besiortamm 121 °C’ de 15 dakika
otoklavda steril edilmistir. Aktif Lactobacillus izolatlart %1 oraninda ortama inokiile
edilmistir. Kiiltiir 37 °C’ de 24 saat bekletilmigtir. Eskulin hidrolizi ile buyyonda
komiir renginin olugup olugmadif kontrol edilmistir (52).

3.2.3.4, Nisasta hidrolizi

MRS Agar besiortamina %1 oraninda nisasta ilave edilmistir. Besiortamu 121 °C’ de
10 dakika otoklavda steril edilmistir. Tki kez aktiflestirilen kiltiirlerden besiortammna
cizgi seklinde ekim yapilmigtir. Kiltiir 37 °C° de 24 saat bekletilmigtir. Inkiibasyon
sonunda koloni iizerine lugol ¢dzeltisi damlatilarak renksiz zonlar kontrol edilmistir

(52).
3.2.3.5, Katalaz testi

Katalaz enziminin ortamdaki hidrojen peroksiti su ve oksijene ayngtirdi
bilindiginden bakteriler iki kez ard arda 5 ml’ lik sterii MRS Broth besiortammnda
uygun kosullarda aktiflestirilmistir. Inkiibasyon sonrasinda aktif kiltiirlerden 1 mi
ahnarak tiip icerisine konulmugtur ve iizerine de %30’ luk H,0, ilave edilmigtir.
Kabarcik olugumuna gére degerlendirilmigtir (66).

3.2.3.6. Arjinin hidrolizi

Maddeler g/l
Pepton 1
NaCl 5
K2 HPO4 0,3

FenolRed 0,01
Arginin 10
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Maddeler 1000 ml distile edilmig su icerisine ilave edilmigtir. Amaca uygun olacak
sekilde besiyerine %0,6 oraminda agar ilave edilip kat1 besiyeri hazirlanmustir.
Besiortamu tiiplere 2 ml dagitilarak 121 °C’ de 15 dakika otoklavda steril edilmigtir.
iki kez aktiflestirilen kiltiirlerden igne &ze ile ekim yapilmigtir. Kiiltiir 37 °C’ de 24

saat bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda renk degisimine gore degerlendirilmigtir

(52).
3.2.3.7. Glukozdan gaz ¢ikisi

Bu test igin, hazirlanan MRS Broth, durhaym tiipii igeren test tiiplerine 5 ml olarak
dagitimugtir ve 121 °C’ de 15 dakika otoklavda steril edilmigtir. Daha onceden
aktiflegtirilmig olan kiltiirden %1 oraninda besiortamina inokiile edilmigtir ve 37 °C’
de 24 saat bekletilmigtir. Inkiibasyon sonunda deney tiipleri incelenmis ve

olusturmusg olabilecekleri gazlar (H; ve CO,) durhaym tiiplerinde incelenmistir (66).

3.2.4. Metabolik iiriinlerin tespiti

Suglarin metabolik triinlerinden asit, hidrojen peroksit ve bakteriyosin tiretimi tespit

edilmistir.

3.2.4.1. Asit iiretiminin tespiti

Vajinal Lactobacillus spp. aktif suglarindan 10 ml’ lik MRS Broth besiortamma %2
oraninda inokiile edilerek 37 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakimugtir. Inkiibasyon
sonunda cam erlenlere aktarilarak 90 ml distile su ile 100 ml tamamlanmugtir.
Uzerine 2-3 damla fenol ftalein indikatori damlatilarak, 0,1 N NaOH c¢ozeltisi ile
titre edilmigtir. Bakterilerin trettigi asit titre edilebilir yizde asitlik olarak
hesaplanmugtir (72).

Harcanan 0,1 N NaOH (ml) x 0,9

% Asitlik =
ml érnek
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3.2.4.2. Hidrojen peroksit iiretiminin tespiti

Vajinal Lactobacillus spp. suglanmn hidrojen peroksit iiretimi hem spektrofotometrik
olarak hem de tetrametilbenzidin agarh petriler de nitel olarak belirlenmistir.

3.2.4.2.1. Tetrametilbenzidin agarh plaklarda hidrojen percksit iiretiminin
tespiti

Tetrametilbenzidin agarh petrilerde hidrojen peroksitin varh@ Song (73) un
metoduna gore belirlenmigtir;

1. Lactobacillus spp. suslann 5 ml’ lik MRS Broth besiyerinde iki kez ard arda
Kfiflestirilir.

2. Aktif kiltirlerden 0,02 ml ahnarak, tetrametilbenzidin agarh plaklar iizerine
inokiile edilmigtir, 6rnekler steril drigalski spatiilii ile besiortamn {izerine homojen bir
sekilde yayilmugtrr.

3. Petriler %5 CO2’ i ve 37 °C’lik ortamda 48 saat inkiibasyona birakilmstir.

4. Inkiibasyon sonunda petrilerde kolonilerin gevresinde mavi renk olusumuna gére
hidrojen peroksitin varhf degerlendirilmistir.

/

Tetrametilbenzidin Agar

Maddeler g/l

Pepton 10,0
Beef Ekstract 10,0

Yeast Ekstrakt 5.0
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Dekstroz 20,0
K>HPO, 2,0
Na-Asetat . 3H0 5,0
Tri Amonyum Sitrat 2,0
MgS0, . TH;O 0,2
MnSO;, . 4H,0 0,05
Tetrametilbenzidin 0,35
Horseradish Peroksidas 0.2
Tween 80 Iml

Maddeler 1000 ml distile edilmis su icerisine ilave edilmigtir. Amaca uygun olacak
sekilde besiyerine %2 oramnda agar ilave edilip kat1 besiveri hazirlanmgtir.
Besiortamt 121°C’ de 15 dakika otoklavda steril edilmigtir.

3.2.4.2.2. Spektrofotometrik olarak hidrojen peroksit firetiminin tespiti

Spektrofotometrik olarak hidrojen peroksit miktan Gilliand (74) > m metoduna gére
belirlenmistir;

1. Lactobacillus spp. aktif suslarn dan 10 mlP’ lik MRS Broth besiortamma %2
oranmda inokile edilerek 37 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmstsr.

2. Inkitbasyon sonunda érneklerin pH’ s1 0,01 N H, SO, ve 0,01 N NaOH’ la 4,5 +
0.2’ ye ayarlanmgtir,

3. 0,1 M Asetat tamponundan 2 ml eklenir ve 20 ml distile su ile seyreltilerek,
kanstniimstir.

4. Ornekler 5000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilmistir.

5. Santrifiij edilen 6rnekler Whatman 42 no’ lu filtre kaghdi ile siizillmiistiir.
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6. Siiziilen sividan 5 ml ahnarak 1 mi distile su igeren tiipe konulmustur ve 0,1 ml o-

dianisidin ilave edilmigtir.

7. Bir bagka tiipe de siiziilen srvidan 5 ml almmgtir. Tiipe 1 ml horseradish
peroksidas, 0,1 ml o-dianisidin soliisyonlan konulmugtur.

8. Tiipler iyice kanstnlr ve oda sicakliinda 10 dakika inkiibasyona birakalr.

9. Inkitbasyon sonrasnda 0,2 ml 4 N HCl ile reaksiyon durdurularak renk

sabitlenmisﬁr.

10. HCI eklenmesinden 5 dakika sonra her bir standardin 400 nm de dalga boyunda
spektrofotometrede olgiimleri gergeklegmistir,

Sonuglar standart egri ile karsilagtinlarak, hidrojen peroksit miktarlan pg/ml olarak
saptanmigtir.

Standardm hazirlanmas:;

1. 0,01 M asetat tamponun (pH 4,5) igcindeml’ de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 ve 10 mi
H>0;, igeren standartlar hazirlanmigtir,

2. Her bir standart 10 m}’ dir.

3. Analiz igin her bir test tiipiinde 1 ml horseradish peroksidas, 0,1 ml o-dianisidin
soliisyonu igeren tiiplerde seyreltilen 5 ml standartlardan konulmustur.

Blank; 5 ml 0,01 M asetat tamponu , 1 ml horseradish peroksidas, 0,1 m! o-dianisidin
soliisyonlan ile hazirlanmugtir

4. Tiipler iyice kangtinhr ve oda sicakhfmda 10 dakika inkiibasyona birakilir.
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5. Inkiibasyon sonrasnda 0,2 ml 4 N HCI ile reaksiyon durdurularak renk

sabitlenmigtir.

6. HCI eklenmesinden 5 dakika sonra her bir standardin 400 nm de dalga boyunda

spektrofotometrede dl¢iimleri gergeklegmigtir.

7. Hidrojen peroksit standart kurve gikarilmugtir. Standart kurve den 1 pg/ml hidrojen

peroksite tekabiil eden hidrojen peroksit hesaplanmigtir.
Cozeltiler;

Horseradish Peroksidas Solusyonu

Distile Su 1 ml

Horseradish Peroksidas 1 mg
Analizlerde 1: 100 oraninda distile suda seyreltilerek kullamlmagtir.

O-dianisidin Soliisyon

Distile su iginde 1: 100 seyreltilerek kullanilmigtir.

0,01 N Asetat Tamponu

Sodyum Asetat  1,3608 gr
Distile Su 1000 ml

3.2.5. Lactobacillus spp. suslarimn antimikrobiyal aktiviteleri

3.2.5.1. Lactobacillus suslarmin bazi patojen mikroorganizmalar iizerine

inhibisyon etkisi (genel inhibisyon)
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Izole edilen Lactobacillus suslan 37 °C’ de iki kez ard arda aktiflestirilmistir. Aktif
kiiltiirler 5000 dev/dk.” da 15 dakika santrifiij edilmigtir. Santrifiij sonunda olusan
berrak kisim (siipernatant) steril sartlar altinda 0,45 pm’ lik disposible filtre ile
mikrofiltrasyon yolu ile sterilize edilmigtir.

Inhibisyon zonunun tespiti igin test bakterileri olarak P. aeruginosa ATCC 29212, S.
aureus ATCC 2392, S. enteritidis RSKK 171, E. coli ATCC 11230 ve maya olarakda
C. albicans AJD 180 ve C. albicans ATCC 10239 kullanilmugtir.

Test bakterileri Nutrient sivi besiortaminda aktiflegtirilmigtir. 37 °C’ de 24 saatlik
aktif kiltirlerden steril petri kabi tizerine 50 pl aktarilmigtir. Bu iglemden sonra daha
onceden hazirlanip 121 °C’ de 15 dakika otoklavda steril edilmig olan ve yaklagik
olarak 50 °C’ ye kadar sogutulmug olan Nutrient Agar’ dan her petri kabina 20 ml
ilave edilip, besiortami ve petri kabi zeminine inokiile edilen test bakterilerinin
homojen bir gekilde karigmasi saglanmigtir. Homojenlik saglandiktan sonra petri kabi
igerisindeki Nutrient Agar’ i donmasi igin oda sicaklifinda bekletilmigtir. Donan
agar uzerinde 1 cm gapindaki steril gubukla kuyular agilmigtir. Kuyularin tabanlar
steril agarla tekrar s;vanmugtir. Daha sonra bu kuyulara izole edilen Lactobacillus
spp. suglarmin siipernatantindan 100 pul ilave edilmiy ve 37 °C’ de 24 saat
inkiibasyona birakilmugtir. Inkiibasyon sonunda kuyu gevresinde olusan zonlarin gap:
kumpas ile dl¢ilmigtir ve ¢ap Slgimleri milimetrik olarak verilmistir (75).

Maya ise YEPD sivi ortaminda 35 °C’ de 24 saatlik aktif kiiltiirlerden YEPD Agar
igeren petri kabi uzerine 10 pl aktarilmigtir ve steril drigalski spatiilii ile besiortami
tizerine homojen bir gekilde yayllmgtir. YEPD Agar iizerinde 1 cm gapindaki steril
cubukla kuyular agilmigtir. Kuyularin tabanlan steril agarla sivanmigtir. Daha sonra
bu kuyulara izole edilen Lactobacillus spp. suglariin stipernatantindan 150 pl ilave

edilmis ve 35 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda kuyu

cevresinde olusan zonlarin ¢ap: kumpas ile 6lgiilmigtiir (75).
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Nutrienth Broth (76)

Maddeler g/l
Lab-lemco Powder 1
Yeast Ekstrakt 2
Pepton 5
Sodyum Klorit 5

Maddeler 1000 ml distile edilmig su igerisine ilave edilmistir. Besi ortaminin pH’ s1
0,01 N Hz SO4 ve 0,01 N NaOH’ le 6,8+0,2’ ye ayarlanmigtir. Amaca uygun olacak
sekilde besiyerine %2 oramnda agar ilave edilip kati besiyeri hazirlanmgtir.
Besiortami 121°C’ de 15 dakika otoklavda steril edilmigtir.

YEPD Broth (77)

Maddeler g/l
Yeast Ekstrakt 10
Dekstroz 20
Pepton - 20

Maddeler 1000 ml distile edilmig su igerisine ilave edilmigtir. Amaca uygun olacak
sekilde besiyerine %2 oraninda agar ilave edilip kat1 besiyeri hazirlanmgtir.
Besiortam 121°C’ de 15 dakika otoklavda steril edilmigtir.

3.2.5.2. Bakteriyosin etkisinin belirlenmesi

Vajinadan izole edilen Lactobacillus spp. suglarimn bakteriyosin iiretimi Giraffa et.

al., (78)’ in metoduna gore belirlenmigtir.

Vajinadan izole edilen Lactobacillus spp. suglannin aktif kiltiirlerinden10 ml’ lik
MRS Broth besiortammna %2 oraninda inokiile edilmigtir. Bakteriler 37 °C’ de
anaerobik jarda O,’ siz ortamda 24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Béylece hidrojen
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peroksit olusumu engellenmistir. Inkitbasyon bitiminde drneklerin pH’ s1 6,2-6,5
arasinda ayarlanarak, asitlik notralize edilmistir ve asitlikten olusabilecek inhibitdrik
etki giderilmigtir. Daha sonraki iglemler genel inhibisyondaki gibi agar diflizyon
teknifine gore yapihmstir. Bu denemelerde test bakterileri olarak P. aeruginosa
ATCC 29212, §. aureus ATCC 2392, S. enteritidis RSKK 171, E. coli ATCC 11230
ve maya olarak ta C. albicans AJD 180 ve C. albicans ATCC 10239 suslan

kullamlmgtir.
3.2.6. Lactobacillus spp. suslarmm antibiyotik duyarhhk testi

Vajinadan izole edilen Lacrobacillus spp. suglarnin amoksisilin (25 pg) , azitromisin
(15 pg), kloramfenikol (30 pg), teikoplanin (30 png), siprofloksasin (5 pg),
Karitromisin (15 pg), streptomisin (10 pg) ve tetrasiklin (30 pg) antibiyotiklerine
duyarhliklan test edilmigtir.

Izole edilen Lactobacillus spp. suglan 37 °C’ de iki kez ard arda aktiflestirilmigtir.
121 °C’ de 15 dakika otoklavda steril edilmig olan Sisteinli-MRS Agar’ dan steril
petri kaplanna konulmustur ve donmas: igin oda sicaklifinda bekletilmistir. Donan
besiortamm Gzerine aktif kultiirlerden 100 pl aktanimgtir ve steril drigalski spatiilii
ile besiortamn {Gizerine homojen bir sekilde yayilmugtir. Besiveri ve bakteri igeren
petri iizerine denenecek olan antibiyotik diskleri steril kogullarda yerlestirilmigtir ve
37 °C’ de 24 saat inkilbasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda antibiyotik disk
cevresinde olusan zonlann ¢ap kumpas ile milimetrik olarak 6lciilmiistiir (79).
Sonuglar NCCLS kriterlerine gore deZerlendirilmistir (80, 1).

Sisteinli-MRS (77)

Maddeler 2l
Pepton 10,0
Beef Ekstract 10,0

Yeast Ekstrakt 5,0
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Glukoz 20,0
Na-Asetat . 3H,0 5,0
Tri Amonyum Sitrat 2,0
MgS0, . 7TH,0 0,2
MnSO, . 4H,0 0,05
L- Sistein 2,0
Na,HPO, 2,0
Tween 80 1ml

3.2.7. Antifangal ilaclarin MIC smurlarimmn belirlenmesi

Bu testte ilk olarak izokonazol ve oksikonazol antifungal ilaclanmn C. albicans
(AJD 180) tizerinde minimal inhibit6r konsantrasyonu (MIC) belirlenmistir (79).

1. C. albicans (AJD 180) YEPD Agar besiyerinde 35 °C, 24 saatte geligtirilmigtir.

2. Ureyen > 1 mm gapmdaki kolonilerden 5 koloni alinarak 5 ml steril serum
fizyolojik (%0,875) i¢inde siispansiyonu yapilmistir.

3. Hiicre yogunlugu 0,5 Mc Farland standartina gore ayarlanmstir,

4. 1:2000 oraminda serum fizyolojikle seyreltilmigtir.

5. igerisinde 5 ml YEPD siv1 besiyeri bulunan steril tiiplere 100° er ul dagitilmgtir.

6. Tiplere swasiyla 0,02; 0,05, 0,075; 0,1; 0,125; 0,15 ve 02 pg/ml
konsantrasyonlarinda ilag dagitilmugtir.

7. Kontaminasyonu kontrol etmek amaciyla besiyeri igeren bir tiipe maya difer bir
titpe ise antifungal ilag konularak kontrol tiipleri hazirlanmgtsr.
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8. Tiipler 35 °C, 24 saat inkiibasyona birakilmigtir.

9. Inkiibasyon sonunda gozle yapilan degerlendirmenin ardinda 121 °C’ de 15 dakika
otoklavda steril edilmig olan YEPD Agar’ dan steril petri kaplarina konulmugtur ve
donmasi igin oda sicakliginda bekletilmigtir.

10. Donan besiortamu tizerine tiplerden 100 ul aktarilmustir ve steril drigalski
spatili ile besiortami Gizerine homojen bir gekilde yayilmugtir.

11. 35 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmigtir.

12. Inkiibasyon sonunda maya kolonileri sayilmstir. Sonuglar cfu/ml olarak

hesaplanmugtir.

13. Antifungal ilaglarin maya hiicrelerinin {iremesini inhibe ettigi minimal inhibitor

konsantrasyonu ( MIC) olarak belirlenmigtir.
3.2.8. Lactobacillus spp. suslarinin antifungal duyarhhk testi

Candida albicans AJD 180 susu izerinde izokonazol ve oksikonazol ilaglarin
belirlenen MIC degerleride dikkate alinarak vajinadan izole edilen Lactobacillus spp.
suglan izerine izokonazol ve oksikonazolun inhibitorik etkisi agar difiizyon

teknigine gore belirlenmigtir.

121 °C’ de 15 dakika otoklavda steril edilmig olan Sisteinli-MRS Agar’ dan steril
petri kaplarina konulmustur ve donmas: igin oda sicakhifinda bekletilmistir. Donan
besiortam iizerine aktif kultirlerden 100 pl aktanlmugtir ve steril drigalski spatiilii
ile besiortamu Uzerine homojen bir gekilde yayilmgtir. Sisteinli-MRS Agar iizerinde
8 mm capindaki steril gubukla kuyular agilmigtir. Kuyularin tabanlan steril agarla
tekrar stvanmugtir. Daha sonra bu kuyulara izokonazol ve oksikonazol’un Candida

albicans AJD 180 susu igin belirlenen MIC degerleri esas alinarak en diigiik ve en
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yuksek konsantrasyonlar1 ( 0,2; 0,1 ve 0,05 pg/ml) ¢aligimigtir ve 37 °C* de 24 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda kuyu gevresinde olusan zonlarin gapi

kumpas ile milimetrik olarak Slgulmusgtiir (75).
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Lactobacillus spp. Suslarmn Izolasyonu ve Teghisi

Klinige gesitli nedenlerle bagvuran 19 hastanin ancak 10’ un dan Lacfobacillus spp.
izolasyonu yapilabilmigtir (Cizelge 4.1.). Lactobacillus’ larm izolasyon prosediirii
3.2.1”" de anlatildigy gibi yapimugtir. Lactobacillus spp. suglaninin izolasyonu daha
onceden belirtildigi gibi Laktik Agar ve MRS Agar besiortamindan yapudmugtir. MRS
Agar besiortaminda iireme durumu ve koloni morfolojisi L. vaginalis H1 sugu igin
Resim 4.1., L. oris A2 ve L. vaginalis HS suglanimn mikroskobik goriintiileri Resim
42. ve Resim 4.3. de verilmigtir. Suglarin teghis test sonuglan Cizelge 4.2.° de

verilmigtir.

Teshis test sonuglari ve API 50 CHL biyokimyasal test kitlerinin degerlendirilmesi
sonucunda 58 adet Lactobacillus cinsi bakteri izolati, 12 adet L. gasseri, 9 adet L.
acidophilus, 9 adet L. vaginalis, 8 adet L. crispatus, 8 adet L. delbrueckii spp. lactis,
3 adet L. plantarum, 2 adet L. jensenii, 2 adet L. salivarius, 2 adet L. cellobiosus, 1
adet L. brevis, 1 adet L. curvatus ve 1 adet L. oris olarak adlandinlmigtir. Suglann tiir
adlandirilmasi, kodlari ve yiizde dagilimlan Cizelge 4.3. ve Sekil 4.1.” de verilmigtir.
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Cizelge 4.1. Hasta 6zelliklerine gore izole edilebilen Lactobacillus tiir ve sayilart

| L ga&.;éi"i' (i), |

L. cellobiosus (1),
L. curvatus (1)

L. acidophilus (1),

Menopoz

L. gaSSeﬁ(I ),
L. crispatus(1)

T L gasseri(l)

Gebe

L. gasseri (5),

L. acidophilus (3),
L. delbrueckii
spp- lactis (1),

L. jensenii (2),

L. brevis (1)

Kanama ve

| Enfeksiyon

L. gasseri (3),
L. delbrueckii
spp. lactis (4),
L. vaginalis (8),
L. plantarum (2)

HPV

L. acidophilus (4),
L. crispatus (7),

L. delbrueckii
spp. lactis (3)

19

10

58




Resim 4.3. L. vaginalis H5 susunun mikroskobik gériintiisti(10x100 biiyiitme)

41
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Cizelge 4.2. Lactobacillus spp. izolatlarinin teghis test sonuglar

Gaz Olusumu PR I (P I IR VR IR R I IO I O (O O A I IR PO A A A N I
AgininHidrolizi |, |, |, |.{. {. |, |, |, ettt o o bttt bt 1,
NigastaHidrolizi |« |« |« L [« [ [ . 0. L L LT T
Eskulin I AR & O S N O O T U R R AV AP AN
Trehaloz + |+ |+
Sorbitol 'A I I (O N A IO VO OO A AP R R R 1P I " P (R A IO N I O
Mannoz o B e e e o = o & o O o B Eo B R P B
Mannitol N IO I I AV S IO PO A PO vl o e [ e e e |
Melezitoz | S P AT O P (P (P " I I (P M FR PR I R e T R
Salisin T B I A PR i A A i i e i U R VA PO S
Ksiloz P I I I O IO O IV IR (N IV (R IO I I R AP O I N R A B
Amigdalin O O s I o S S T T oy U OO U PR R U (P [P (P iy
Riboz A I (R O U O (U PO P A VO [ I (P I I O B
Rafinoz T PO I I P (R O P P P I I O O PO I R I I R I B O
Arabinoz 3 SN T PO T U N I IO (U R PO SR AU AP TR N T PR " N I I
Maltoz FR PR AR N U R FER R VI TR PR AR AN A R I O I I R AN O
Laktoz A ST "N S S P S UG R W PRy S Y [P ) IO IS A FE FR O P
Sukroz O 0 o A U R A WA PR PR U R Y P T T A P A
Dextroz - B O = o o O o
Glukoz O e . 3 U R o iy Uy Ry Ry P PR PR P UG IR (IO U P i IS
Galaktoz A A TN N A HR IR [P I A R A N A i Vi P Vi O O O A
Fruktoz wall S e e B e o O i o OO T E T E o R E P 'S
50°C ol O N N O R O O L O O R O T e N O b
45°C O O o E o C o S S o o o g oy H Ny WU iy P PR IR Wi I i i
15°C N T T T P P P P O ™ I M R I I
% 6,5 NaCl T T T T T T L L R T T T LT LT T,
% 4 NaCl O O O o i a0 i TS R i U WU R PR VI NI FI (P (P R R S
%2 NaCl o o O o o o ol i i T T MU A PR Wiy i iy (i Py Py iy S
Katalaz A I R I N I O (O VO R IO A I P I I O O U A I
Gram Boyama Lo 4 [ b {4+ |+ [+ [ [+ [+ [ |+ [+ 0 [+ 0 [ [0 [ [+ [+ |+ |+
O [ =N jn (<
RICPEREECOPolocopPERERRERE S :




Cizelge 4.2. Devam
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Gaz Olusumu P I U I IR VR O AN (U I PO (U AR A A A I A P P I R I
Aginin Hidrolizi |, |, |, . (. [. .|, 1. 1ot Lot b b0, |, A I R I
NigastaHidrolizi |+ |« v v o o . . .. ... [. [. ... L. L T
Eskulin (2 T S T TR TR - IR VI VIR N N OO N TN s o ) + o [ % e %
Trehaloz e o e o S S O e + |+ [+ [+ |+ I+
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Mannitol P 2 AT I (O U P PR N S IO P N P S I P AT AT O P
Melezitoz A I O I (N AR O (R I IR A I I SO R A vl ]
Salisin O O SN S N R I i POy W P iy AR [P UG Wy [P Fi PR P i A
Ksiloz A [ A R IV P I PR I R I PO I I I I I A I I (O MO I
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Cizelge 4.2. Devam
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Cizelge 4.3. Lactobacillus spp. suslarnin teshis testleri sonuglarina gére

adlandinlmasi
Sus Bakteri Sus Bakteri
Numarasi Adi Numaras: Adi

H14 L. gasseri S1 L. vaginalis
H15 L. gasseri Gl L. crispatus
H16 L. gasseri G2 L. crispatus

2 L. gasseri G3 L. crispatus

F1 L. gasseri G5 L. crispatus

02 L. gasseri G9 L. crispatus

R3 L. gasseri G10 L. crispatus

R4 L. gasseri G14 L. crispatus

RS L. gasseri 03 L. crispatus

R7 L. gasseri G4 L. delbrueckii spp. lactis
R10 L. gasseri G12 L. delbrueckii spp. lactis
L1 L. gasseri G13 L. delbrueckii spp. lactis
Al L. acidophilus H9 L. delbrueckii spp. lactis
G6 L. acidophilus Hil L. delbrueckii spp. lactis
G7 L. acidophilus H12 L. delbrueckii spp. lactis
G8 L. acidophilus H13 L. delbrueckii spp. lactis
R1 L. acidophilus R8 L. delbrueckii spp. lactis
R6 L. acidophilus H17 L. plantarum

14 L. acidophilus T1 L. plantarum

R9 L. acidophilus H10 L. plantarum
G11 L. acidophilus R11 L. jensenii

H1 L. vaginalis R12 L. jensenii

H2 L. vaginalis Il L. salivarius

H3 L. vaginalis - S2 L. salivarius

H4 L. vaginalis 12 L. cellobiosus

H5 L. vaginalis I3 L. cellobiosus

Hé6 L. vaginalis R2 L. brevis

H7 L. vaginalis L3 L. curvatus

HS8 L. vaginalis A2 L. oris
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B3%02%029 2%
O3913%
O5%

020%

16%

- [120% L.gasseri 1 16% L.acidophilus
316% L.vaginalis O14% L.crispatus
2 14% L.delbrueckii spp. lactis 05% L.plantarum
3% L.jensenii 3% L.salivarius
B 3% L.cellobiosus 32% L.brevis
| D2% L.cwvatus 02% L.oris )

Sekil 4.1. Vajinadan izole edilen Lactobacillus spp. suslarinin teshis edilen tiirlerinin
% dagilim

4.2. Lactobacillus Cinsine Ait Tiirlerin Metabolik Aktivite Sonuclan

Izolasyon ve teshisleri yapilan Lactobacillus spp. suslarimn asit, hidrojen peroksit
tiretimleri tespit edilmigtir.

4.2.1. Asit iiretimleri

Lactobacillus spp. suslarmin olugturdufu pH ve yiizde asit miktar1 3.2.4.1° de
anlatildid1 gibi tespit edilmis, sonuglar Cizelge 4.4’ de verilmigtir.

zole edilen 58 adet Lactobacillus spp. suslanmn 24 saatlik kiiltiirlerinin titre
edilebilir asitlik ylizde olarak en diiglik %0,27 (L. plantarum T1) ve en yiiksek %1,33
(L. gasseri R4) olarak belirlenmigtir. Genellikle, L. gasseri, L. acidophilus ve L.
brevis suslannin ylizde asitliklerinin yilkksek oldugu dikkati ¢ekmistir. 24 saatlik
kiiltiirlerin son kiiltiir pH’ s1 da 1,00 (L. gasseri R10, L. acidophilus R9, L. jensenii
R11, L. jensenii R12 ve L. plantarum T1) ile 2,15 (L. gasseri 12) arasinda oldugu
tespit edilmigtir.



Cizelge 4.4. Lactobacillus spp. suslarinin olugturdugu pH ve % asit miktarlar

Sus Adh pH % Asitlik
L. gasseri H14 1,45+ 0,15 0,50+ 0,04
L. gasseri H15 1,89 + 0,06 0,66 + 0,04
L. gasseri H16 1,89+ 0,01 0,73 £0,07
L. gasseri 12 2,15+ 0,00 0,94 + 0,00
L. gasseri F1 1,83 £0,08 0,85+ 0,01
L. gasseri O2 1,59+ 0,01 0,83 £0,02
L. gasseri R3 1,77 £ 0,00 1,06 £0,01
L. gasseri R4 1,66 £ 0,01 1,33+ 0,00
L. gasseri RS 1,23+ 0,14 1,18 £ 0,00
L. gasseri R7 1,78 £ 0,00 1,04 £ 0,00
L. gasseri R10 1,00 £ 0,07 0,49 + 0,00
L. gasseri L1 1,71 £ 0,00 0,95 +£0,01
L. acidophilus A1l 1,65 £ 0,00 0,75 + 0,06
L. acidophilus G6 1,85+ 0,02 0,48 £ 0,09
L. acidophilus G7 1,89 + 0,00 0,58 + 0,01
L. acidophilus G8 1,99 £ 0,02 0,86 + 0,01
L. acidophilus R1 1,34 £ 0,05 1,17+ 0,11
L. acidophilus R6 1,59 £ 0,00 1,12+ 0,06
L. acidophilus 14 2,10+ 0,02 1,02 +0,01
L. acidophilus R9 1,00+ 0,10 0,78 £ 0,04
L. acidophilus G11 1,85+ 0,00 0,45 £ 0,05
L. vaginalis H1 1,74 £ 0,00 0,39+0,04
L. vaginalis H2 1,79 £ 0,00 0,41 £+ 0,03
L. vaginalis H3 2,02 + 0,03 0,80+ 0,01
L. vaginalis H4 1,66 + 0,04 0,60 £ 0,02
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Cizelge 4.4. Devam

Sus Adx pH % Asitlik
L. vaginalis H5 1,64 0,02 0,52+ 0,05
L. vaginalis H6 1,65+0,11 0,93 +0,01
L. vaginalis H7 1,56 + 0,05 0,54 + 0,09
L. vaginalis H8 1,93+0,18 0,61 = 0,08
L. vaginalis S1 1,07 £ 0,07 0,29+ 0,01
L. crispatus G1 2,01 £0,02 0,77 + 0,00
L. crispatus G2 1,96 £ 0,00 0,85+ 0,05
L. crispatus G3 1,97 £0,00 0,72+ 0,07
L. crispatus G5 1,90 £ 0,00 0,67 + 0,00
L. crispatus G9 1,83 £ 0,04 0,48 0,06
L. crispatus G10 1,87 + 0,00 0,50 + 0,04
L. crispatus G14 1,95 + 0,00 0,76 + 0,00
L. crispatus O3 1,36 +£ 0,07 0,65 + 0,06
L. delbrueckii spp. lactis G4 1,94 + 0,01 0,68 + 0,00
L. delbrueckii spp. lactis G12 1,90 + 0,00 0,47 £ 0,07
L. delbrueckii spp. lactis G13 1,74 £ 0,05 0,55 + 0,05
L. delbrueckii spp. lactis H9 1,76 £ 0,00 0,65 + 0,02
L. delbrueckii spp. lactis H11 1,48 £ 0,03 0,32+ 0,04
L. delbrueckii spp. lactis H12 2,02+0,03 0,90 £+ 0,09
L. delbrueckii spp. lactis H13 1,99 + 0,02 0,80+ 0,03
L. delbrueckii spp. lactis R8 1,74 £ 0,03 0,96 + 0,02
L. plantarum H17 1,85+ 0,05 0,74 + 0,08
L. plantarum T1 1,00 £ 0,05 0,27 + 0,00
L. plantarum H10 1,98+0,16 0,80 + 0,06
L. jensenii R11 1,00 + 0,04 0,78 + 0,02
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Cizelge 4.4. Devami

Sus Ad1 pH % Asitlik
L. jensenii R12 1,00 £ 0,02 0,87 + 0,02
L. salivarius 11 1,84 £ 0,01 0,75 £ 0,01
L. salivarius S2 2,06 = 0,04 0,81 & 0,00
L. cellobiosus 1L.2 1,08 £ 0,07 0,72 £ 0,06
L. cellobiosus 13 2,06 + 0,00 0,91 £ 0,00
L. brevis R2 1,75 £ 0,01 1,04 +£0,01
L. curvatus L3 1,62 £ 0,03 0,89 £ 0,00
L. oris A2 1,80 £ 0,00 0,78 + 0,60

4.2.2. Hidrojen peroksit iiretimleri
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Lactobacillus spp. suslarimn olusturdugu hidrojen peroksit miktari 3.2.4.2.1. ve
3.24.2.2° de anlatddign gibi iki farkhh yontemle belirlenmigtir. Spektrofotometrik

metoda gore belirlenen sonuglar Cizelge 4.5.” de verilmigtir. Nitel olarak hidrojen

peroksit tretimi de 3.2.4.2.1.° deki metoda gore, Resim 4.4.” de gosterildigi gibi

tetrametilbenzidin agar (TMB) tizerinde kolonilerin olusturdugu renk degisimi esas

alinarak belirlenmigtir.

Hidrojen peroksit tretimleri spektrofotometrik olarak 1,01-15,50 pg/ml (L. curvatus
L3 - L. vaginalis HS) arasinda, nitel olarak % 41’ 1 ++ (yiksek H;O,), % 19’ u +
(orta seviyede H,0,), % 40’ 1 — (H,0; iiretimi belirlenemedi) bulunmusgtur.

Her iki metodun sonuglart paralellik gostermistir,



Resim 4.4. L. acidophilus G8 sugsunun TMB Agar iizerinde H,0, {iretimi
nedeniyle olusturdugu renk degisimi (++)
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Cizelge 4.5. Lactobacillus spp. suglarinin hidrojen peroksit (H20,) miktarlar

Sus Adr TMPB’li Spektrofotometrik
Ortamda H,O, | Metotla H,0; Tespiti
Tespiti (ng/ml)

L. gasseri H14 ++ 12,30
L. gasseri H15 ++ 11,72
L. gasseri H16 ++ 11,00
L. gasseri 12 ++ 4,52
L. gasseri F1 + 1,39
L. gasseri O2 + 1,06
L. gasseri R3 ++ 3,91
L. gasseri R4 - -

L. gasseri RS - p

L. gasseri R7 - -

L. gasseri R10 ++ 3,98
L. gasseri L1 - -

L. acidophilus A1l - -

L. acidophilus G6 - -

L. acidophilus G7 + 1,86
L. acidophilus G8 ++ 5,00
L. acidophilus R1 - -

L. acidophilus R6 + 1,03
L. acidophilus 14 ++ 5,14
L. acidophilus R9 - -

L. acidophilus G11 - -

L. vaginalis H1 ++ 3,51
L. vaginalis H2 - -

L. vaginalis H3 ++ 4,35
L. vaginalis HA - -

L. vaginalis H5 ++ 15,50
L. vaginalis H6 + 1,22
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Cizelge 4.5. Devamu

Sus Adi TMPB’li Spektrofotometrik
Ortamda H,O0, | Metotla H,0, Tespiti
Tespiti (ug/ml)
L. vaginalis H7 ++ 2,33
L. vaginalis H8 ++ 5,36
L. vaginalis S1 ++ 4,79
L. crispatus G1 - -
L. crispatus G2 ++ 3,84
L. crispatus G3 - -
L. crispatus G5 - -
L. crispatus G9 ++ 2,33
L. crispatus G10 - -
L. crispatus G14 + 1,24
L. crispatus O3 - -
L. delbrueckii spp. lactis G4 - -
L. delbrueckii spp. lactis G12 - -
L. delbrueckii spp. lactis G13 - -
L. delbrueckii spp. lactis H9 - -
L. delbrueckii spp. lactis H11 ++ 5,34
L. delbrueckii spp. lactis H12 ++ 11,99
L. delbrueckii spp. lactis H13 ++ 7,92
L. delbrueckii spp. lactis R8 ++ 3,00
L. plantarum H17 ++ 11,26
L. plantarum T1 - -
L. plantarum H10 + 1,02
L. jensenii R11 ++ 4,55
L. jensenii R12 ++ 2,57
L. salivarius 11 - -
L. salivarius S2 + 1,59
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Cizelge 4.5. Devami

Sus Ada TMB’li Spektrofotometrik
Ortamda H,0; | Metotla H,0, Tespiti
Tespiti (ug/ml)
L. cellobiosus 1.2 + 1,69
L. cellobiosus 13 ++ 7,65
L. brevis R2 + 3,00
L. curvatus 1.3 + 1,01
L. oris A2 - -
++; Koyu mavi (H,0, tiretimi gok)  + ; Agik mavi (H,0, tiretimi az) - ; Renk yok (H,0, iiretimi yok)
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4.3. Lactobacillus spp. Suslarmin Bazi Patojen Mikroorganizmalar Uzerine

Inhibisyon Etkisi

Vajinadan izole edilen Lacfobacillus spp. suslarinin P. aeruginosa ATCC 29212, S.
aureus ATCC 2392, §. enteritidis RSKK 171, E. coli ATCC 11230, C. albicans AJD
180 ve C. albicans ATCC 10239 iizerine genel inhibisyon etkileri belirlenmig,
suslarin higbirinin C. albicans AJD 180 ve C. albicans ATCC 10239’ a inhibisyon

etkisi tespit edilmemistir. Suglarin diger test bakterileri tizerindeki inhibisyon etkisi

Cizelge 4.6." da verilmigtir.
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Cizelge 4.6. Lactobacillus spp. suslarinin test bakterileri tizerinde olugturdugu
inhibisyon zonunun ¢ap degerleri (mm)

TEST ORGANIZMALARI ]
I—— SUS ADI P.aeruginosa S.aureus S.enteritidis E.coli
ATCC ATCC RSKK ATCC
29212 2392 171 11230
L. gasseri H14 7,50 + 0,35 3,40+ 0,40 6,80 £ 0,00 -
L. gasseri H15 6,60 + 0,00 10,20 £ 0,00 | 5,90+ 0,05 -
L. gasseri H16 - 4,20 + 0,00 - 1,90 = 0,80
L. gasseri 12 4,20 + 0,00 6,90 = 0,30 2,10+ 0,00 -
L. gasseri F1 3,10+ 0,55 - 4,00+ 0,00 -
L. gasseri O2 - - - -
L. gasseriR3 9,40 + 0,70 4,90 £ 0,40 4,50+ 0,20 1,60 + 0,40
L. gasseri R4 4,80 + 0,00 5,80 + 0,40 6,70 £ 0,15 8,70 = 0,50
L. gasseri RS 4,00 + 0,00 6,00 + 0,00 6,90 £ 0,05 6,60 + 0,30
L. gasseri R7 4,70 £ 0,05 6,60 = 0,50 3,50+0,15 5,30 +£0,10
L. gasseri R10 7,70 + 0,25 - 5,10+ 0,85 1,30 + 0,00
[z gasseri L 10,00 £ 0,00 5 6,502 0,05 -
L. acidophilus Al 6,20 £ 0,05 3,90+ 0,70 6,40 + 0,00 -
L. acidophilus G6 8,80+ 0,10 - 4,50+ 0,45 1,60+ 0,10
L. acidophilus G7 5,80+0,30 - 3,20 + 0,00 -
L. acidophilus G8 5,70 £ 0,35 - 4,40 + 0,00 1,80 + 0,20
L. acidophilus R1 10,90+0,25 | 7,50+0,10 4,70 + 0,45 5,40+ 0,30
L. acidophilus R6 4,30 +£0,35 4,10+0,10 2,60 = 0,00 - l
L. acidophilus 14 4,70 + 0,55 10,00+ 0,00 | 3,90+0,35 4,40 + 0,00 I
L. acidophilus R9 7,50 + 0,45 - 5,20+0,10 - |
L. acidophilus G11 6,10+ 0,35 - 5,20+ 0,00 - |
L. vaginalis H1 4,10+ 0,45 6,10 £ 0,50 4,20+ 0,10 -
L. vaginalis H2 3,10+ 0,25 6,70 £ 0,30 - 2,00 = 0,00
L. vaginalis H3 3,40+ 0,00 4,90 + 0,50 7,20 + 0,40 -
L. vaginalis H4 4,00 + 0,50 7,70 £ 0,70 5,70 = 0,35 -




Cizelge 4.6. Devam1
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TEST ORGANIZMALARI
SUS ADI P.aeruginosa S.aureus S.enteritidis E.coli
ATCC ATCC RSKK ATCC
29212 (mm) | 2392 (mm) 171 (mm) 11230 (mm)

L. vaginalis H5 5,40 = 0,00 5,30+ 0,90 5,00 + 0,00 2,50+ 0,90

L. vaginalis H6 - - 3,00+ 0,00 -

L. vaginalis H7 4,20 + 0,00 - 3,70+ 0,15 1,60 + 0,00

L. vaginalis H8 6,10+ 0,25 4,10+ 0,50 4,30+0,15 -
I L. vaginalis S1 - - - -

L. crispatus G1 4,60 £+ 0,20 6,90+ 0,50 - 1,90 + 0,40

L. crispatus G2 6,20+ 0,10 5,00+ 0,00 - 1,40 + 0,20

L. crispatus G3 6,00 = 0,20 - - 1,50+ 0,2

L. crispatus G5 8,30+ 0,45 - - -

L. crispatus G9 4,50+ 0,25 - 4,30+ 0,05 2,90 + 0,85

L. crispatus G10 4,30+ 0,05 - - 1,50+ 0,10

L. crispatus G14 6,40 + 0,00 7,20+ 0,10 6,00 + 0,00 2,30+ 0,30

L. crispatus O3 4,20 £ 0,00 - - -

L. delbrueckii spp. lactis G4 7,10 £ 0,45 - 4,20 + 0,00 2,30+ 0,10

L. delbrueckii spp. lactis G12 | 5,40+ 0,00 - 4,70 £ 0,25 -

L. delbrueckii spp. lactis G13 5,60 = 0,30 5,30 + 0,90 - -

L. delbrueckii spp. lactis H9 - 5,40+ 0,20 3,20+ 0,00 1,70 + 0,00 |
\|Z. delbrueckii spp. lactis H11 | 7,10+ 0,35 - 4,10+ 0,15 - |

L. delbrueckii spp. lactis H12 | 2,40 + 0,00 - - - |

L. delbrueckii spp. lactis H13 - 3,50+ 0,30 - -

L. delbrueckii spp. lactis R8 7,80 = 0,30 - 6,10 = 0,45 1,60+ 0,10

L. plantarum H17 - - - 2,10+0,10

L. plantarum T1 - - - -

L. plantarum H10 4,10+ 0,05 3,70+ 0,10 3,80+ 0,30 1,50 + 0,00

L. jensenii R11 7,90 + 0,35 - 4,80 + 0,00 -

L. jensenii R12 10,20 + 0,40 - 7,20 + 0,00




Cizelge 4.6. Devami

TEST ORGANIZMALARI
SUS ADI P.aeruginosa S.aureus S.enteritidis E.coli
ATCC ATCC RSKK ATCC
29212 (mm) 2392 (mm) 171 (mm) 11230 (mm)
L. salivarius 11 4,60 + 0,00 4,20 + 0,00 - -
L. salivarius S2 - - - -
L. cellobiosus 1.2 6,00 + 0,00 - 9,50 + 0,55 -
L. cellobiosus 13 4,60 + 0,00 8,90+ 0,30 2,60+ 0,00 -
L. brevis R2 11,30+ 0,45 5,80 + 0,00 3,50+0,15 4,10+ 0,10
L. curvatus 1.3 5,00 + 0,00 - 8,80 = 0,00 -
L.oris A2 4,60 + 0,30 - 6,40 = 0,00 -
-; Inhibisyon yoktur
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Lactobacillus spp. suslarinin %85’ i P. aeruginosa ATCC 29212 susu lizerine

inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir. Lactobacillus spp. suslarindan en yiiksek

inhibisyon etkisini, 11,30 mm zon ¢ap1 olugturan L. brevis R2 susunda gozlenmigtir
(Cizelge 4.6.). Resim 4.5.” de L. gasseri R5 susunun P. aeruginosa ATCC 29212

susu ilizerine olusturdugu inhibisyon zonlan goriilmektedir (4,00 mm).

e g K5

Resim 4.5. P. aeruginosa ATCC 29212 susu lizerine L. gasseri RS sugunun
olusturdugu inhibisyonlar
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Lactobacillus spp. suglarmn %48’ inin S. aureus ATCC 2392 susu iizerine
inhibisyon etkisi gozlenmigtir. S. aureus ATCC 2392 test bakterisi lizerine
Lactobacillus spp. suslarindan en yiiksek inhibisyon etkisini L. gasseri H15 (10,20
mm) ve L. acidophilus 14 (10,00 mm) suslar1 oldugu gdzlenmistir (Cizelge 4.6.).
Resim 4.6.° da S. aureus ATCC 2392 susu tiizerine en yliksek inhibisyon etkisi
gosteren L. gasseri H15 ve L. acidophilus 14 suslarinmin olugturdugu zonlar verilmigtir
(10.20 —10.00 mm).

Resim 4.6. S. aureus ATCC 2392 susu iizerine L. gasseri H15 ve L. acidophilus 14
suslarinin olusturdugu inhibisyon zonlari

Lactobacillus spp. suslarmin %71’ inin S. enteritidis RSKK 171 susu lizerine
inhibisyon etkisi gozlenmistir. S. enmteritidis RSKK 171 test bakterisi iizerine
Lactobacillus spp. suslarindan en yiiksek inhibisyon etkisini L. cellobiosus L2 (9,50
mm) ve L. curvatus 13 (8,80 mm) suslarinda gozlenmistir (Cizelge 4.6.). Resim
4.7.” da S. enteritidis RSKK 171 susu tizerine L. vaginalis HS susunun olusturdugu
inhibisyon zonlar1 verilmistir (5,00 mm).
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Resim 4.7. S. enteritidis RSKK 171 susu lizerine L. vaginalis HS sugunun
olusturdugu inhibisyon zonlari

Lactobacillus spp. suslarimin %43’ i E. coli ATCC 11230 susu iizerine inhibisyon
etkisi gostermistir. E. coli ATCC 11230 test bakterisi {izerine Lactobacillus spp.
suslarindan en yiiksek inhibisyon etkisi L. gasseri R4 (8,70 mm) ve L. gasseri RS
(6,60 mm) suslarinda gdzlenmistir (Cizelge 4.6.). Resim 4.8. de E. coli ATCC
11230 susu lizerine L. vaginalis H3 sugunun inhibisyon etkisi gésterememesi ve L.
vaginalis H7 sugunun olusturdugu inhibisyon etkisi goriilmektedir (1,60 mm).
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Resim 4.8. E. coli ATCC 11230 susu tizerine L. vaginalis H3 ve L. vaginalis H7
suslarinin inhibisyon zonlar

4.4. Bakteriyosin Uretimi

Vajinadan izole edilen Lactobacillus spp. suslarmmin bakteriyosin etkileri P.
aeruginosa ATCC 29212, S. aureus ATCC 2392, S. enteritidis RSKK 171, E. coli
ATCC 11230, C. albicans AID 180 ve C. albicans ATCC 10239 mikroorganizmalari

izerinde denenmig, suslarin bakteriyosin etkisi géstermedigi tespit edilmistir.
4.5. Lactobacillus spp. Suslarmnin Antibiyotik Duyarhlik Testi

Vajinadan izole edilen Lactobacillus tirlerinin amoksisilin (25 pg), azitromisin (15
ug), kloramfenikol (30 pg), teikoplanin (30 pg), siprofloksasin (5 pg), klaritromisin
(15 pg), streptomisin (10 pg) ve tetrasiklin (30 pg) antibiyotiklerine duyarhiliklari,
NCCLS kriterlerine gére degerlendirilmigtir. Duyarhilik sonuglan ve % duyarlilik
oranlan1 Cizelge 4.7. ve Cizelge 4.8.” de verilmistir. L. acidophilus G11, L. vaginalis

S1, L. plantarum T1 ve L. salivarius S2 suslarmmn genelde kullandigimiz



antibiyotiklere direncli oldugu goriilmiistiir. L. gasseri RS susunu antibiyotiklere
duyarlilik test sonucu Resim 4.9° da verilmisgtir.

Aragtirmalar sonucunda tiim Lacfobacillus tiirlerinin siprofloksasin (%98) ve
streptomisin (%93) antibiyotiklerine direncli oldugu, en en yiiksek duyarhhif ise,
klaritromisin (%95) ve tetrasiklin (%88) antibiyotiklerine oldugu tespit edilmistir.



Cizelge 4.7. Vajinadan izole edilen Lactobacillus spp. suslaninin antibiyotiklere

gosterdigi duyarlilik test sonuglan

SUS ADI AX |AZM | C | TEC | CIP | CLR TE
L. gasseri H14 + + |+ - ++ ++
L. gasseri H15 + + |+ + - ++ ++
L. gasseri H16 - + - + - ++ ++
L. gasseri 12 + |+ - ++ ++
L. gasseri F1 + +H || - ++ ++
L. gasseri O2 - +H |+ | - ++ ++
L. gasseri R3 + =+ || - ++ ++
L. gasseri R4 - - +H | - - ++ +
L. gasseri R5 + +H ||+ - ++ ++
L. gasseri R7 + + |4+ - + ++
L. gasseri R10 - + |+ - ++ ++
L. gasseri L1 + ++ |+ ++ - ++ ++
L. acidophilus Al - + |+ - ++ ++
L. acidophilus G6 | o+ ||+ - ++ ++
L. acidophilus G7 + | | - - s
L. acidophilus G8 + + - + - ++ ++
L. acidophilus R1 - S I - ++ ++
L. acidophilus R6 - +~H |+ + - ++ ++
L. acidophilus 14 - - |+ - - ++ ++
L. acidophilus R9 - || - +F ++
L. acidophilus G11 + . + - - + -
L. vaginalis H1 - + + | + - ++ ++
L. vaginalis H2 - +H= |+ | - ++ +
L. vaginalis H3 + =+ |+ - -+ +
L. vaginalis H4 ++ + [+ ++ - ++ ++
L. vaginalis H5 + | = || - - + ++
L. vaginalis H6 - e B - ++ ++
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Cizelge 4.7. Devamu

SUS ADI AX |AZM | C | TEC | CIP | CLR TE
L. vaginalis H7 - +~ ||+ + | ++ ot
L. vaginalis H8 + - + | ++ - ++ ++
L. vaginalis S1 - - + + - + +
L. crispatus G1 +H | =+ || - ++ ++
L. crispatus G2 + +H || - ++ ++
L. crispatus G3 - ++ | + + - ++ ++
L. crispatus G5 + | =+ ] - ++ 4+
L. crispatus G9 + | |+ O+ . ++ ++
L. crispatus G10 |+ || - ++ o
L. crispatus G14 + ++ [+ + = ++ ++
L. crispatus O3 + ++ || S ++ ++
L. delbrueckii spp. lactis G4 | ++ | ++ |[++| ++ - ++ ++
L. delbrueckii spp. lactisG12 | + | ++ |++| ++ - ++ ++
L. delbrueckii spp. lactis G13 | - = ||+ - ++ ++
L. delbrueckii spp. lactisH9 | ++ | + |[++]| + - ++ ++
L. delbrueckii spp. lactisH11 | + | ++ |[++| + = ++ ++
L. delbrueckii spp. lactisH12 | - + + - - ++ -
L. delbrueckii spp. lactisH13 | - = ||+ - ++ ++
L. delbrueckii spp. lactisR8 | ++ | ++ |++| ++ - ++ ++
L. plantarum H17 - + |+ + - ++ ++
L. plantarum T1 - - - - - - -
L'. plantarum H10 - =+ || + - 4+ ++
L. jensenii R11 - + |+ - ++ ++
L. jensenii R12 - +H |+ ++ - ++ +
L. salivarius 11 | 4+ ||+ - - ++
L. salivarius S2 - - + + - - -
L. cellobiosus 1.2 - + ++ - - ++ ++
L. cellobiosus 13 + | ||+ - ++ ++
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Cizelge 4.7. Devam

SUS ADI AX JAZM | C |TEC|CIP |CLR|S | TE
L. brevis R2 + | || - =+ |- |+
L. curvatus 1.3 + ++ | ++ | ++ - ++ | - | ++
L. oris A2 - + |+ ]| ++ - ++ | - | ++
AX : Amoksisilin CIP : Siprofloksasin + :Orta Derecede Duyarh
CLR : Klaritromisin AZM : Azitromisin ++ : Duyarht
S : Streptomisin C : Kloramfenikol - : Direngli
TEC : Teikoplanin TE : Tetrasiklin

Cizelge 4.8. Lactobacillus spp. suslarinin antibiyotiklere gosterdigi % duyarlihik
oranlari

okélsllm

Azitromisin 66 10
Kloramfenikol 76 5
Teikoplanin 52 10
Siprofloksasin 2 98
Klaritromisin 95 3
Streptomisin 0 93
Tetrasiklin 88 5

Resim 4.9. L. vaginalis HS susunu antibiyotiklere duyarlilik test sonucu
1: Amoksisilin, 2: Azitromisin, 3. Kloramfenikol, 4: Teikoplanin,
5. Siprofloksasin, 6: Klaritromisin, 7: Streptomisin, 8: Tetrasiklin
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4.6. Antifungal flaglarin MIC Simirlarmn Belirlenmesi

C. albicans AJD 180 igin izokonazol ve oksikonazol’un 0,02; 0,05; 0,075; 0,1;
0,125; 0,15 ve 0,2 pg/ml konsantrasyonlarinda makrodiliisyon test metoduna gore
izokonazol ve oksikonazol antifungalleri i¢in MiK sinir degeri tespit edilmistir. Buna
gbre, her iki antifungal ilacin da inhibisyon etkisinin oldugu tespit edilmigtir. Bu
antifungal ilaglann MIK sinir degeri izokonazol igin 0,1pg/ml, oksikonazol igin
0,075 pg/ml olarak tespit edilmistir. Resim 4.10.° da izokonazol’un farkh
konsantrasyonlarinin (0,2; 0,15; 0,1 ve 0,05ug/ml) C. albicans AJD 180 susu
tizerindeki etkisi goriilmektedir.

Resim 4.10. C. albicans AJD 180’ e izokonazol antifungal ilacinin farkh
konsantrasyonlardaki (Sp: 0,05ug/ml, 10u: 0,1pug/ml, 15u: 0,15ug/ml ve
20p: 0,2pg/ml) inhibisyonik etkisi

4.7. Lactobacillus spp. Suslarinin Antifungal Duyarhhk Testi

C. albicans AJD 180 mikroorganizmas: iizerinde oksikonazol ve izokonazol
antifungal ilaglarinin belirlenen MIK smirlan ve bu sirlann  #izerindeki
konsantrasyonlar ( 0,2; 0,1 ve 0,05 pug/ml) Lactobacillus spp. izolatlan iizerindeki
inhibisyon etkisi belirlenmigtir ( Cizel%e, 4.9.). L. gasseri H14 ve L. delbrueckii spp.
lactis H13 suglarinin her iki antifungal ilagtan ¢ok fazla etkilenmedigi belirlenmisgtir.
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Oksikonazol antifungal ilacimin L. cellobiosus 1.2 izolat1 iizerindeki en diigiikk ve en
yiuksek konsantrasyonlarmin (5: 0,05ug/ml, 10: 0,ipg/ml ve 20: 0,2ug/ml)
inhibisyonik etkisi Resim 4.11.” de gorilmektedir.
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Cizelge 4.9. Antifungal ilaglarin C. albicans AJD 180 ve Lactobacillus spp.
suglan tizerinde gosterdigi inhibisyonik etki

] Kullanilan Antifungal flaclar
Sus Ad1 Izokonazol Oksikonazol
0,2 0,1 0,05 0,2 0,1 | 0,05

pg/ml pg/ml [ pg/ml | pg/ml | pg/ml
+++

| |

%

C. albicans (AJD180)
L. gasseri H14

L. gasseri H15

L. gasseri H16

L. gasseri 12

L. gasseri F1

L. gasseri O2
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L. gasseri R4

L. gasseri RS
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L. gasseri R10

+l+ ]+ + |+ [+ |+ +]+]+
+
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"
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L. acidophilus Al

. acidophilus G6

. acidophilus G7

. acidophilus G8

. acidophilus R1

. acidophilus R6

. acidophilus 14

. acidophilus R9

. acidophilus G11
. vaginalis H1

. vaginalis H2

. vaginalis H3

. vaginalis H4

. vaginalis H5

. vaginalis H6
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Cizelge 4.9. Devamu
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Sus Ada

Kullamlan Antifungal laglar

izokonazol

Oksikonazol

0,2

&
g

0,1
pg/ml

0,05
pg/mi

0,2
pg/ml

0,1
pg/ml

0,05
pg/ml

. vaginalis H8

<+

+

+

+

. vaginalis S1

. crispatus G1

. crispatus G2

. crispatus G3

. crispatus G5

. crispatus G9

. crispatus G10

. crispatus G14

. crispatus O3

. delbrueckii spp.lactis G4

. delbrueckii spp.lactis G12

. delbrueckii spp.lactis G13

. delbrueckii spp.lactis H9

. delbrueckii spp.lactis H11

. delbrueckii spp.lactis H12

+
+
—+
—+
+
+
+
+
oy
++
+
+
+
+

. delbrueckii spp.lactis H13

. delbrueckii spp.lactis R8

. plantarum H17

. plantarum T1

I+ +

. plantarum H10

. jensenii R11

. jensenii R12

. salivarius 11

. salivarius S2

. cellobiosus 1.2

T I I S I T I o B S B S B S I e I S N N R B RS S I R R I N TS

. cellobiosus 13

L. brevis R2

L. curvatus L3

+| F| +| ] ]+ +] +

L.oris A2

e I B Y I e I e Y e B B e e Y e I e e E R e

=28 I o f IR NS e o Y AN Y e o e of Y Y Y SN TS N ) of e of I s VS VR e o e o B ol e o

-+

++++:17mm ve lizeri zon ¢gapt ++ :6-10 mm zon ¢ap1 - : Zon gorillmedi
+:1-5mm zon gap1

++:11-16mm zon gap1



68

Resim 4.11. Oksikonazol antifungal ilacinin L. cellobiosus 1.2 susu iizerindeki en
diisiik ve en yiiksek konsantrasyonlarinin (5: 0,05 pg/ml, 10: 0,1 pg/ml
ve 20: 0,2 pg/ml) inhibisyonik etkisi

Hem izokonazol, hem de oksikonazol’un ii¢ farkli konsantrasyonu da (0,2; 0,1 ve
0,05 pg/ml) C. albicans AJD 180 {lizerinde benzer ve yiiksek inhibisyon etkisi
gostermesine karsin, oksikonazol’ iin Lactobacillus cinsi bakteri tiirlerini daha az

etkiledigi hatta bazi suslan etkilemedigi bulunmustur.
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5. TARTISMA VE SONUC

Laktik asit bakterilerinin gastrointestinal sisternde yararh etkileri ile ilgihi bir ¢ok
kaynak bulunmaktadir. Laktik asit bakterilerinin kadin iirogenital sisteminde
probiyotik olarak kullammu ile ilgili cok fazla kaynaBa rastlanmamugtir. Giintimiizde
kadin iirogenital sistem enfeksiyonlannda koruyucu ve tedavi amagh olarak
antimikrobiyal ilaclar kullandmaktadir. Son zamanlarda, kadin iirogenital sistem
enfeksiyonlarinda, koruyucu ve tedavi amagh olarak, insan kaynakh segilen laktik
asit bakterilerinin probiyotik amach kullamm ile ilgili c¢ahgmalara aguhk
verilmektedir (8).

Diinyada, 1. acidophilus cinsi bakteri igeren ilaglar vajina i¢ine uygulanarak
kullamlmaktadir. Ancak, bu ilaglarm igerisindeki bakterinin insan kaynakl olup-
olmaditna ve bu ilag icerisindeki bakterinin probiyotik olmasi gereken 6zelliklerin
arastinldigina dair bilgilere ulaglamamigtir. Bu nedenlerden dolayr vajina icerisine
uygulanan bu ilaclann ne kadar faydah olabilecekleri bilinmemektedir.

Yaptifimiz caligma sonucunda; 58 adet Lactobacillus spp. susu izole edilmis ve 12
farkh Lactobacillus spp. tammlanmstir. Vajinadan izole edilen suglarn tiirlere goére
dagihm 12 adet . gasseri ( %20), 9 adet .. acidophilus (%16), 9 adet /.. vaginalis
(%16), 8 adet I.. crispatus (%14), 8 adet I.. delbrueckii spp. lactis (%14), 3 adet /.
plantarum (%5), 2 adet L. jensenii (%3), 2 adet L. salivarius (%3), 2 adet L.
cellobiosus (%3), 1 adet L. brevis (%2), 1 adet L. curvatus (%2) ve 1 adet L. oris
(%2) olarak tespit edilmigtir (Bkz. Cizelge 4.2 ve Sekil 4.1). Hasta 6zelliklerine goére
izole edilen tiir sayis1 Cizelge 4.1.” de verilmigtir,

Sonuglanmizda vajinal florada en yaygin Lactobacillus tirleri, 1. gasseri (%20), L.
acidophilus (%16), 1. vaginalis (%16) olarak belirlenmigtir. 1960 ve 1969 yihinda
yaptlan vajinada ilk izolasyon ¢alismalarmda en yaygin tiirler olarak L. acidophilus,
L. fermentum ve L. plantarum’ un siklikla vajinada bulunduu bildirilmistir (81, 82).
Vajinadan izolasyon ve identifikasyon ile ilgili yapilan bir baska calismada da; L.
acidophilus ve L. jensenii, tiileri en yaygm olarak belirlenmigtir (83). Reid ve



70

arkadaglari, 100 saglikli kadin vajinasinda yaptiklar izolasyonlarda L. jensenii (%35)
L. acidophilus (%24), L. casei (%18) ve L. gasseri (%13), turlerini tammlamigtir
(25). Aragtirmacilar 1999 yilinda, 215 sekstiel ag¢idan aktif olan kadinlarin
vajinasindan izole ettikleri Lactobacillus suglarmin identifikasyon testleri sonucunda,
L. crispatus (%32) ve L. jensenii (%23) tirlerinin baskin oldugunu belirlerken,
Charteris ve arkadaglarinin yaptiklant galigmada da L. acidophilus, L. fermentum, L.
plantarum, tirleri bagta egemen olarak bulunmakla birlikte L. vaginalis, L.
leichmanii, L. rhamnosus, L. minutus, L. catenaformis, L. gasseri, L. salivarius spp.
salivarius ve L. salivarius spp. salicinius gibi farkh tirlerde Lactobacillus izole

etmiglerdir. L. vaginalis yeni bir tiir olarak vajinadan izole edilmigtir (64, 8).

Bir ¢ok aragtirmacinin sonucun da vajinal florada birinci derecede baskin olan tiirin
L. acidophilus oldugu belirlenmistir. Caliyjmamizda birinci derecede baskin olan tiir
L. gasseri belirlenirken, ikinci dereceden de L. acidophilus ve L. vaginalis tirleri
tammlanmigtir. Aragtirmacilarin sonuglarinda da L. gasseri’ nin birinci veya ikinci
dereceden vajen florasina hakim oldugu bildirilmekle birlikte L. vaginalis’ e g¢ok
yaygin olarak rastlanlmamgtir (73, 2, 8). Bu tiir fenotipik olarak L. fermentum ve L.
reuteri’ ye benzerken genotipik olarak L. oris ve L reuteri ile yakindan iligkili oldugu
belirlenmigtir (8). Caliyjmamizda vajen florasinda tammlanan Lactobacillus tirleri
kaynaklarda belirtilen tiirlerle benzerlik gostermekle birlikte, bu tiirlerin oranlarinda
farklilik gozlenmektedir. Bunun nedeninin de, vajinal flora Uyelerinin yasa, irka,
cografik konuma, kullamlan ilaglara, kiginin saglik durumuna ve hatta kisiden kigiye

farklilik gostermesinin sebep oldugunu diiginmekteyiz (73).

Menopoz 6ncesi déonemde bulunan hastalarda yaptigimiz c¢alismada; L. gasseri, L.
acidophilus, L. vaginalis, L. crispatus, L. delbrueckii spp. lactis, L. plantarum, L.
Jensenii, L. salivarius, L. cellobiosus, L. brevis, L. curvatus ve L. oris olmak tizere 12
farkh tiir izole edilmistir. Menopoz oncesi dénemde vajinamin asidik ézellikte olmasi
Lactobacillus spp. daha iyi gelismesini sagladigindan bu durum bir ¢ok farkli tiiriin
izolasyonuna imkan saglamaktadir. Charteris ve arkadaglari, menopoz Oncesi
donemdeki hastalarin genital bolgelerinden yaptiklan izolasyonda, L. acidophilus, L.

Sfermentum, L. plantarum, L. brevis, L. jensenii, L. casei, L. cellobiosus, L. crispatus,
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L. vaginalis, L. leichmanii, L. rhamnosus, L. minutus, L. catenaformis, L. gasseri, L.
salivarius spp. salivarius ve I. salivarius spp. salicimius olmak {zere 15 farkh

Lactobacillus spp. izole etmiglerdir (8).

Gebelik doneminde bulunan iki hastamn(R ve C kodlu) yalmzca birinden (R kodlu)
izolasyon yapilabilmistir Bu hastadan L. gasseri (5), L. acidophilus (3), L.
delbrueckii spp. lactis (1), L. jensenii (2), L. brevis (1) olmak iizere 5 farkh tiir izole
edilmistir. Gebelik esnasinda vajinanin glikojen iceridi ve laktik asit konsantrasyonu
aside toleranst olan mikroorganizmalar i¢in segici olmaktadir. Bu nedenle
Lactobacillus’ lann, gebelik esnasinda vajinadan daha sik ve yiiksek sayilarda izole
edildigi bildirilmigtir (8).

Menopoz doneminde bulunan iki hastadan (O ve F kodlu) yalmzca iki farkh tir 1.
crispatus (1) ve L. gasseri (2) izole edilebilmigtir Menopoz déneminde
Lactobacillus® lann sayilanmn azaldi ve hatta ileriki zamanlarda tamamen
kaybolabildifi bilinmektedir. Hormon tedavisiyle yapilan dstrojen takviyesi
nedeniyle menopoz sonrasinda da Lactobacillus’ larn  egemen olabildigi
bildirilmektedir (8). Bu nedenle sonucumuz bu fikirle uyum g6stermektedir.

Saghklh bir kadimn vajinasimn pH’ st 4,0-4,5 olarak bulunmustur bu asitlik
sayesinde patojen mikroorganizmalara ve seksiie! yolla bulagan hastahklara bir
engel olusturdufu hatta AIDS hastahifi etkeni olan HIV viriisiinii dahi inhibe
edebildifi diigiiniilmektedir (4). Vajinanin bu asitlifinin laktik asit bakterilerinin
metabolizmalan sirasmda Ostrojen varlifinda depolanan, glikojenin pargalanmasiyla
ag1¥a cikan laktik asitten kaynaklandif goriigleri vardir. (19, 2, 4).

Cahsmamizda Lactobacillus spp.’ lerin 24 saatlik geligme siiresi sonunda belirlenen
son kiiltiir pH’ s1 da 1,00-2,15 arasinda degistigi belirlenmistir. Bu sonuglara gore
24 saatlik gelisme siiresi sonunda kuvvetli asit Grettikleri gorilmektedir.

Vajinadan izole edilen Lacrobacillus spp. suslannin 24 saatlik kiiltiirlerinin titre
edilebilir yiizde asitlik miktarlart %0,27, %1,17, %1,33 (swraswyla, L. plantarum T1
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L. gasseri R4 ve L. gasseri R suglar) arasinda degerler bulunmustur. Genellikle,
L. gasseri, L. acidophilus ve L. brevis suslarinin yiizde asitliklerinin yitksek oldugu
dikkatimizi ¢ekmigtir. Hastalar arasinda degerlendirme yaptigimizda ise genellikle R
kodlu hastadan izole edilmig Lactobacillus izolatlarinin daha yuksek asit tretimine
sahip olduklar belirlenmigtir. R kodlu hastanin gebe oldugu bilinmektedir. Gebelik
doéneminde ostrojen diizeyinin artmasiyla birlikte Lacfobacillus cinsi bakterilerin de
aktivitelerinin arttigt bildirilmigticr (8, 84). Bu nedenle asit uretimlerinin yiiksek

olmast literatiir bilgileri ile paralellik gostermektedir.

1997 yilinda kefirden izole edilen Lactobacillus suglarmnmn 24 saatlik kiiltiirlerinin
titre edilebilir yiizde asitlik miktar1 %0,17-1,14 arasinda belirlenirken, 2001 yilinda
vajinal izolat olan 22 Lactobacillus turinde yapilmig bir ¢aligma sonucunda da
laktik asit diizeyleri 0,68-2,518 mg/ml olarak bulunmustur (85, 5). Kefirden izole
edilen Lactobacillus suglarinin yiizde asit firetimleri bizim sonuglarimiza gore diigiik
bulunmustur. Vajinal izolat olan 22 Lacfobacillus tiriinde tespit edilen asit
diuzeylerinin bizim sonuglarimizdan daha yiiksek oldugu gorilmektedir. Bunun
nedeninin de; Lactobacillus suglarmin asit Uretimlerinin farkli kaynaklardan ve

ortamlardan etkilenmesi oldugu disiincesindeyiz.

Vajinadan izole edilen Lactobacillus spp. suglarmin hidrojen peroksit tiretim
miktarlart hem spektrofotometrik hem de TMB agar tizerinde nitel olarak
belirlenmigtir. Spektrofotometrik olarak 58 adet Lactobacillus spp. suslarmin 23
adetinde hidrojen peroksit tiretimi tespit edilememistir. 35 adetinde hidrojen peroksit
uretim miktarlann 1,01 (L. curvatus 13) -15,50 pg/ml (L. vaginalis H5) arasinda
bulunmustur. TMB agar Uzerinde nitel olarak suglanin hidrojen peroksit tiretimleri
mavi renk olusumuna goére degerlendirilmiy olup suglarin % 41’ i ++ (H,0, tiretimi
yiksek), % 19’ u + (H,O, uretimi orta diizeyde), % 40’ 1 — (Hz0, iiretimi tespit
edilemedi), bulunmustur (Cizelge 4.5.). Song ve arkadaglari, vajinal izolatlarin %60’
i H;O, uretiminin yiksek oldugunu, %8’ inin ise HyO, tretmedigini tespit
ederken, bagka aragtirmacilar da, vajinadan izole ettikleri suglarin %50’ sinin H,0,
tretiminin yiiksek oldugunu, %30’ unun H,0, liretmedigini tespit etmiglerdir (73,

86). Caliymamizda Lacfobacillus spp. suglarmin H,O, Uretim oranlarimin, diger
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aragtirmacilanin  belirlediklei H,0; iiretim oranlanndan daha digiik oldugu
dikkatimizi ¢ekmistir. Lactobacillus spp. suglanmn H,O, iiretim miktarlanndaki
farkliiklarin sebebi olarak iki etkenin varh@ diisliniilmigtir. Yapilan bir ¢cahgmada;
bakteri enfeksiyonu goriilen kadinlarnn vajinasindan izole edilen Lactobacillus
suslarimn H>0, iiretim miktarlanmin  diigiik, bakteri enfeksiyonu goriilmeyen
kadmlarda ise yiiksek oldufiu tespit edilmistir. Bu nedenle bakteri enfeksiyonunun
H,0, tiretimini etkiledigi ditsiniilmektedir (73). Ikinci bir etkenin de, Lactobacillus
spp. suglarmin hidrojen peroksit iretimleri sirasinda, oksijen oksidorediiktaz
aktivitelerinin farklih@: oldugu bildirilmistir. Bu enzimin aktivitesinin de bakterinin
bulundugu ortamdan etkilendii bilinmektedir (75).

Farkh iki metotla belirlenen Lactobacillus spp. izolatlanmn hidrojen peroksit iiretim
sonuclarmm benzerlik gosterdikleri tespit edilmigtir. Bu sonuca goére her iki
metodun giivenilirlifi test edilmis oldugu gibi daha pratik, maliyetinin diigiik olmas
ve spektrofotometrik yontemle aym sonucu vermesi nedeni ile TMB agarh ortamda
nitel olarak H;Q, iretimlerinin belirlenmesi bundan sonraki c¢alismalar igin
Onerilebilir.

Lactobacillus bakterilerinin kadinlarda genital ve iirogenital sistemde enfeksiyon
yapan baz1 patojen bakteriler P. aeruginosa ATCC 29212, S. aureus ATCC 2392, S.
enteritidis RSKK 171, E. coli ATCC 11230 ve maya olarak ta C. albicans AJD 180
ve C. albicans ATCC 10239 mikroorganizmalan iizerine inhibisyon etkileri
aragtinlmusgtir.  Kiiltiirlerin bazlarmin  test bakterileri iizerinde degisik oranlarda
inhibisyon etkisi gosterdikleri tespit edilmistir (Cizelge 4.5.).

Vajinadan izole edilen Lactobacillus spp. suglanmn %85’ inin P. aeruginosa ATCC
29212 susu iizerine inhibisyon etkisi gosterdikleri belirlenmistir. Lactobacillus spp.
suslarindan 7. Arevis R2 sugumun 11,30 mm zon capr ile en yitksek oranda P.
aeruginosa ATCC 29212 susu lizerine inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenirken, 9
susun hichir inhibisyon etkisi gtstermedifi tespit edilmistir. Colins ve Aramaki’ nin,
Pseudomonas tirleri ile yaptiklan galisma sonucunda, L. acidophilus’ un hidrojen
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peroksit uretim etkisiyle Pseudomonas tiirlerinin geligimini engelleyebildigini

diugtinmuglerdir (88).

Vajinadan izole edilen Lactobacillus spp. suslarinin %48’ inin S. aureus ATCC 2392
susu iizerine inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmigstir. Lactobacillus suslarindan L.
gasseri H15 susunun 10,20 mm zon ¢apt ile en yiiksek oranda S. aureus ATCC 2392
sugu Uzerine inhibisyon etkisi gosterdigi saptanmugtir. Ocana ve arkadaglarinin,
“Toxic Sok Sendromu” hastalify etkeni olan S. aureus bakterisi iizerine yaptiklari
caligma sonucunda hidrojen peroksit tiretimi yiiksek olan L. crispatus F117 susunun
S. aureus bakterisi lizerine inhibisyon etkisi gésterdigi bulunmug ve 10 mm ¢apinda
bir inhibisyon zonu belirlenmigtir. Aym arastirmacilar yaptiklan farkh bir ¢aligmada
da , L. paracasei F2 ve F28 sugslarimin siipernatant sivilarim kangtirmuglar ve bu
kangimin 8. aureus bakterisi tizerine inhibisyon etkisini arastirmuglardir. Bu
calisgmamin sonuglan ile L. crispatus F117 bakterisinin S. aureus bakterisi lizerine

inhibisyon ¢aligmasinin sonuglarinin ayni oldugu belirlenmigtir. (6).

Vajinadan izole edilen Lactobacillus spp. suglaninin %71’ inin S. enteritidis RSKK
171 tzerine inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir. Lactobacillus spp. suslarindan
L. cellobiosus L2 susunun §. enteritidis RSKK 171 sugu iizerine 9,50 mm zon gapt
ile en yiiksek oranda inhibisyon etkisi gosterdigi saptanmugtir. Bu konuda yapilmg
bir ¢aligmada, tavuk vajinasindan izole edilen Lactobacillus tirlerinin S. enteritidis
bakterisi lizerine etkisi aragtinlmugtir. Bu izolatlarm 9-11 mm zon ¢aplan arasinda

inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmigtir (89).

Vajinadan izole edilen Lactobacillus spp. suglarnin %43’ tiniin ¢aligtigimiz diger bir
patojen bakteri olan E. coli ATCC 11230 tzerine inhibisyon etkisi gosterdigi
belirlenmistir. Lactobacillus spp. suslarindan L. gasseri R4 susunun E. coli ATCC
11230 susu izerine 8,70 mm zon ¢ap: ile en yiiksek oranda inhibisyon etkisi
gosterdigi saptanmustir. Bazi aragtirmacilar da, in vitro ortamda Lactobacillus spp.
suslarimin E. coli bakterisi iizerine inhibisyon etkisini arastirmiglar ve Lactobacillus

spp. suslarinin inhibisyon etkisi gosterdigini belirlemiglerdir (83).
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Lactobacillus spp. suslan 4 test bakterisi icinde en gok inhibisyon etkisini %85 oram
ile P. aeruginosa ATCC 29212 susu iizerine gdstermektedirler. Ayrica suslardan, 7.
gasseri R3, R4, R5, R7, L. acidophilus R1, 14, I.. vaginalis HS5, I.. crispatus G14, I..
plantarum H10 ve 1. brevis R2 suslan 4 test bakterisinin tiimiine inhibisyon etkisi
gosterirdigi, 1. gasseri 02, L. vaginalis S1, L. plamtarum T1 ve L. salivarius S2
suslarinin ise 4 test bakterisine inhibisyon etkisi gostermedigi tespit edilmistir.

Vajinadan izole edilen Lactobacillus spp. suslanmn E. coli, S. enteritidis, S. aureus
ve Pseudomonas tirleri iizerine yapilan inhibisyon cahsmalarinda olusan inhibisyon
zonlanmin Lactobacillus spp. suglarmin metabolik triinlerinden olan hidrojen
peroksitten kaynaklandigm diisiinmigslerdir (29, 46, 6, 89, 88), Vajinada izole edilen
orneklerin patojenler iizerine yaptifinz inhibisyon ¢ahgmasinda genel olarak /.
gasseri suglanmn patojenlere etkili oldugu gézlenmektedir. Bu suglanin metabolik
iiriinleri incelendifinde asit ve hidrojen peroksit iiretimlerinin bazi suslar diginda
yitksek olduklan g6zlenmigtir. Hasta kaynaklann arasinda bir degerlendirme
yaptijimizda, R kodlu hasta kaynaginn test bakterileri iizerinde genelde tim
suglaninda inhibisyon etkisi g6zlenmektedir. Bu hasta kaynaginin asit ve hidrojen
peroksit iiretimlerinin baz suglar hari¢ genelde yitksek oldugu bulunmustur. Bu
nedenle patojen mikroorganizmalar i{izerinde olugan inhibisyon zonlarinmn
Lactobacillus spp. suslarimn metabolik tiriinlerinden olan asit ve hidrojen peroksitten
kaynaklandigim diigiinmekteyiz.

Diyabetli kisilerde, oral kontraseptif ve enjekte edilen kontraseptif kullananlarda,
gebe kadwmnlarda, antibiyotik kullanimi sonrasinda (6zellikle tetrasiklin ve ampisilin),
Candida albicans’ m etken oldugu enfeksiyonlar daha sik gdzlenmistir (53). Bu
nedenlerden dolayr vajinadan izole edilen Lactobacillus spp. suslarmun C. albicans
AJD 180 ve C. albicans ATCC 10239 iizerine inhibisyon etkisi in vitro ortamda
aragtinlmgtir. Aragtirma  sonucunda Lactobacillus cinsi bakterilerin hicbir sugunun
inhibisyon  etkisi  goriilmemigtir.  Yapilan  bircok  ¢ahgmada, patojen
mikroorganizmalara inhibisyon etkenlerinden biri olan Lactobacillus spp.’ lerin
urettii hidrojen peroksitin C. albicans tzerinde inhibisyon etkisi gdstermedigi
belirlenmigtir (6). Tagg ve arkadaglanmn Coandida albicans ile yaptiklan
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cahismalarda Lactobacillus spp. suslanndan izole ettikleri bakteriyosinin, C.
albicans’ n gelisimini inhibe ettigini belirlemislerdir (36). Kaynak aragtirmalarinda,
vajinal izolatlann C. albicans’ m geligimini inhibe ettigi bildirilmektedir. Bu
kaynaklardaki sonuglara gdre, suglanmzin hidrojen peroksit iretimi olmasina
ragmen, hidrojen peroksitin C. albicans uzerinde inhibisyon etkisinin olmadi,
inhibisyon etkisi olan bakteriyosin ise calgtygmz suslarda belirlenememigtir.
Yaptigimz kaynak arastrmasina gore, vajinal floraya Lactobacillus spp.” lerin
hakim olmasimn C. albicans enfeksiyonlanim engelleme etkisinin Lactobacillus spp.
suglanimn koagregasyon ozelligi ile ilgili olabilecegi diigiiniilmektedir (7, 8, 90, 54).

Yapilan bir aragtirmada insan vajeninin arka forniksinden izole edilen Lactobacillus
pentosus TV35b susundan pentocin TV35b adi ile karakterize edilen 2,35-3,4 kDa
arasmda defisen molekiil agirh@ma sahip, peptit yapisinda olan bakteriyosin tespit
edilmigtir. Bu bakteriyosin (retiminin vajinadan izole edilen C.albicans’ a antifungal
etkisi oldugu, Clostridium sporogenes, CI. tyrobutyricum, L. curvatus, L. fermentum,
L. sake, Listeria innocua, Propionibacterium acidipropionici ve Propionibacterium
sp. mikroorganizmalan iizerine inhibisyon etkisinin varh@: belirlenmistir (38). Ancak
yaptignmiz  gahgmada, vajinadan izole edilen Lactobacillus spp. suslannm
bakteriyosin etkileri P. aeroginosa ATCC 29212, S. aureus ATCC 2392, §.
enteritidis RSKK 171, E. coli ATCC 11230, C. albicans AJD 180 ve C. albicans
ATCC 10239 izerinde uygulanmug, suslann bakteriyosin etkisi gostermedigi tespit
edilmistir.

Tagg ve arkadaslan, bakteriyosinin, biyolojik olarak aktif protein ve plazmid orjinli
olduklan iizerinde durmuslardir (36). Plazmidlerin ozelliklerine bakildifinda
plazmidlerin sugtan susa farkliik gosterdifi ve mevcut plazmidleri bakterilerin
kolayhkla kaybedebildikleri bilinmektedir (87). Bu nedenlerden dolayr bakteriyosin
iiretimi tespit edilmemis olabilir.

Eger probiyotik kullamm igin segilecek suglarin antibakteriyal oOzellikleri esas
alinacaksa &zellikle bir ok test bakterisi izerine etkili ve yiiksek aktiviteye sahip, L.



77

gasseri R3, R4, RS, R7, L. acidophilus R1, 14, L. vaginalis HS, L. crispatus G14, L.
plantarum H10 ve . brevis R2 suglan segilebilir.

Laktik asit bakterilerinin dofal insan florasinda ozellikle vajen florasinda olumlu
etkileri esas ahnarak, iistiin Ozelliklere sahip baz suglann, probiyotik olarak
kullaniimas: ile, hastaliklann tedavisinde antibiyotiklere alternatif olmas
diisiiniilmektedir. Aragtirmacilar probiyotiklerin sadece tedavi amach olmayip, baz
enfeksiyonlar igin koruyucu amach da kullamlabilecegini bildirmiglerdir (8, 6).
Normal mikrofloramin antibiyotik tedavilerinden etkilenmemesi igin segilecek
suglarin  antibiyotiklere ve antifungal ilaglara direngli olmas: 6nemli bir kriterdir,
Antibiyotik ve antifungal uygulamalar sirasinda probiyotikler kullamlarak
mikrofloranmn koruyuculugunun devam edebilecegi diigiinilmektedir (8).

Vajinadan izole edilen 58 adet Lacfobacillus suslannm in vitro olarak 8 adet
antibiyotie duyarhilik testi sonuglan Cizelge 4.7. ve 4.8.” de verilmistir.

Hiicre duvar sentezini inhibe eden penisilin grubundan amoksisilin (AX)’ in
antibakteriyel etkisi Salmonella, Shigella, Proteus, F. coli, Haemophilus influenzae
bakterilerini kapsamaktadir (54). Vajinadan izole ettifimiz Lactobacillus spp.
suglarinin %17’ sinin amoksisiline duyarh, %38’ inin orta derecede duyarh ve %45’
inin ise direngli oldufu tespit edilmigtir. Charteris ve arkadaglarnmin benzer bir
calismasinda ise, potansiyel probiyotik Ozellife sahip 46 Lactobacillus spp.
suslarimn  amoksisiline duyarh oldufiu gosterilmistir (8). Glikopeptid grubundan
teikoplanin (TEC) antibiyotifi, aerob ve anaerob gram pozitif bakterilere etkilidir ve
bu bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar i¢in klinkk uygulamalarda
kullamlmaktadir (54). Teikoplanin antibiyotigi ile yaptfimz ¢ahyma sonucunda;
vajinal izolatlarm %52’ sinin duyarh oldugu, %38’ inin orta derecede duyarh oldugu,
%10’ unun ise direncli olduBu belirlenmigtir.

Bakterilerde protein sentezini inhibe ederek bakterisidal etki eden aminoglikozid
grubundan streptomisin (S), bakteriyostatik etki eden tetrasiklinler grubundan
tetrasiklin (TE), makrolidler grubundan klaritromisin (CLR), azitromisin (AZM) ve
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bakteriye her iki yonden etki eden kloramfenikol grubundan kloramfenikol (C),
antibiyotiklerinin = Lactobacillus spp. suglarina etkisi aragtirilmugtir.  Klinik
uygulamalarda streptomisin; tiiberkiiloz, tularemi, brusellozis hastaliklarimn,
tetrasiklinler, riketsiyal ve klamidyal enfeksiyonlar ve Mycoplasma pneumoniae
hastaliklarimn, klaritromisin ve azitromisin, mycoplasma ve leigonella pnémonileri,
penisilin alerjisi olan hastalarda gram pozitif kok enfeksiyonlarinin, kloromfenikol;
Haemophilus influenzae, tifo atesi ve anaerobik enfeksiyonlarmin tedavisinde

kullamlmaktadir (54).

Lactobacillus  spp. suglarmin tetrasiklin  (%88) ve kloramfenikol (%76),
antibiyotiklerine yiiksek oranda duyarliik gosterdikleri belirlenirken, aynmi etki
mekanizmasina sahip fakat farkhi gruptan olan streptomisin (%93) antibiyotigine
Lactobacillus spp. suslannin yiksek oranda direngli olduklan goriilmektedir.
Streptomisin  bulundugu aminoglikozid grubunun diger antibiyotikleri ise;
gentamisin, tobramisin, amikasin, neomisin antibiyotikleridir. Vajinal izolatlarin
streptomisine gosterdigi direnci bu antibiyotiklere de gostermesi beklenmektedir. Bu
antibiyotiklerin klinikte kullanimlan Onerilebilir. Charteris ve arkadaglari benzer bir
caligmada da, potansiyel probiyotik ozellife sahip 46 Lactobacillus spp.’ lerin
streptomisin, tetrasiklin ve kloramfenikol (protein sentezini inhibe ederler)’ Un de
dahil oldugu 44 antibiyotige duyarliifim disk diflizyon yontemiyle denemigler ve
NCCLS kriterlerine gore degerlendirmiglerdir. Degerlendirme sonucunda tim
tirlerin streptomisin’ e direngli oldugu, tetrasiklin ve kloramfenikol’ e duyarh
oldugunu tespit etmiglerdir (9). Eritromisin grubundan olan azitromisin ve
klaritromisin ile yaptigimz caligmada; azitromisine Lactobacillus spp. suslarinin

%10’ unun direng, klaritromisine ise; %3’ Uiniin direng gosterdigi belirlenmigtir.

Nikleik asit sentezini inhibe eden kinolon grubundan olan siprofloksasin (CIP);
klinik uygulamalarda S. aureus ve koagiilaz negatif stafilokoklar, H. influenzae, N.
gonorrhoaeae ve N. meningitidis enfeksiyonlarinda kullanidmaktadir. Siprofloksasin

antibiyotigine Lactobacillus spp. suslarin %98’ inin direngli oldugu belirlenmistir.

Ozellikle N. gonorrhoaeae  enfeksiyonlarmin  tedavisinde  siprofloksasin L

antibiyotiginin kullamlmas1 ve bu antibiyotige direngli olarak belirlenen ﬂ%@&fh .

SR
«; /’@G ;“:',;«,‘fﬁ“

R




79

antibiyotikle birlikte vajinal mikrofloranin yeniden diizenlenmesi igin probiyotik
olarak kullamm 6nerilebilir,

Charteris ve arkadaglan, antibiyotiklere diren¢ ve patojen mikroorganizmalara
inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenen 1. rhamnosus GR-1 ve L. fermentum B-54
suslanm iceren Lactobacillus vajinal tablet hazirlamuglardir. 41 akut alt diriner sistem
enfeksiyonu olan kadinlara antibiyotik tedavisi sonrasinda iiriner sistemi korumas
amactyla, norfloksasin veya kotrimaksazol antibiyotikleri ile birlikte 3 giin siireyle
belirlemis olduklan Lactobacillus cinsi bakterileri iceren vajinal tabletleri probiyotik
olarak kullanmuglardir. Kullamm sonucunda iiriner sistem enfeksiyonlanmin
goriilmesinde bir diigiis oldugunu belirlemiglerdir (8).

Genel olarak sonuclarmmza baktifimzda L. plamtarum T1 susunun  higbir
antibiyotikten etkilenmedigi L. acidophilus G11, L. vaginalis S1, L. salivarius S2
suglannmn ise difer suslara oranla ¢ok fazla etkilenmedigi gérillmiistir. Bu suslarn
antibiyotiklere direng gdstermesi dikkate ahnarak antibiyotiklerle birlikte verildigi
takdirde vajinal floramn koruyuculugunun devam edebilecegini diiginmekteyiz.

Antifungal ilaglardan izokonazol ve oksikonazol azollerden imidazol grubundandir
(54, 91). C. albicans maya enfeksiyonlarnda kullamlan bu antifungal ilaglarin
vajinadan izole edilen 58 adet Lactobacillus spp. suglarmin in vitro olarak etkisi
araghnilmstir. ki antifungal ilacn C. albicans AJD 180 iizerindeki MIK smurlan
belirlenmistir. Izokonazol igin; 0,1pg/ml, oksikonazol igin; 0,07Sug/ml degerleri
tespit edilmistir. Bu degerler dikkate alinarak izokonazol ve oksikonazol’un ti¢ farkh
konsantrasyonunun (0,2; 0,1 ve 0,05 ug/ml) Lactobacillus spp. suglan iizerine etkisi

cahigtimistir (Cizelge 4.8.).

Her iki antifuingal ilacin C. albicans AJD 180 iizerine aym oranlarda inhibisyon
etkisi gosterdifi tespit edilmigtir. Fakat bu antifungal ilaglann Lactobacillus spp.
suslan tizerine aym etkiyi gostermedigi, izokonazol’un oksikonazol’e gére daha fazla
inhibisyonik etki gosterdigi tespit edilmigtir. Vajina mikroflorasindaki Lactobacillus
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tiirlerinin oksikonazol antifungal ilacindan daha az zarar gérmesi, C. albicans’ a, ise
yiiksek inhibisyon gosterdifi tespit edilmisti. Bu nedenle klinikte antifungal
tedavisinde oksikonazol ilactin kullamlmasi 6zellikle de bu ilacin 0,1 pg/ml

dozlarnmn kullantm dnerilebilir,

Vajinadan izole ettigimiz Lactobacillus spp. suslanmn antifungal ilaclardan etkilesim
calismasimn sonucunda, L. gasseri H14, L. acidophilus Al L. vaginalis S1 L.
delbrueckii spp. lactis H13 ve L. plantarum H10 suglannmm her iki antifungalden de
difer suglara gbre daha az etkilendifi belirlenmistir. Secilen bu suglar vajinal
mikroflorada probiyotik olarak tedavi veya koruyucu amach klinikte antifungal
ilaglarla birlikte kullanim &nerilebilir.

C, D, J, P, N ve K kodlu hastalardan Lactobacillus spp. izolasyonu yapilamamasmin
nedeninin bu bakterilerin vajinada bulunmadifindan degil, dier (hastadan 6rnegin
ahnmasinda, hastaneden laboratuar ortamina getirilirken gecen siire, c¢aliyma
kogullant gibi yasanan sorunlar) etkenlerden kaynaklandigim diigiinmekteyiz. B, E ve
M kodlu hastalarda ise maya enfeksiyonunun ¢ok fazla olmasi nedeniyle
Lactobacillus spp. izolasyonu yapilamamistir.

Bir ¢cok ¢aliymada sigara kullanan hastalar ile Lactobacillus spp. izolasyonu arasinda
bir iligkinin oldugu bildirilmigtir. Sigara kullanan hastalardan Lactobacillus spp.
izolasyonunun daha az oldugu ve izole edilen suglarin metabolik ativitelerinin sigara
kullanmayanlara gére oldukc¢a diigik oldufu tespit edilmigtir (90, 92). Bizim
galigmamz sonucunda, L, S ve R kodlu hastalann sigara kullanmm ile Lactobacillus
spp. suglanmn izolasyonu, teshisi, metabolik aktiviteleri, antibakteriyel 6zellidi,
antibiyotik ve antifungal ilaglara direnclilifi arasinda bir iligki g6riilmemistir.

Vajinadan Lactobacillus cinsi bakteri izolasyonu ve izole edilen tiirlerin dagihm, bu
tirlerin probiyotik ozelliklerin aragtinlmast amaciyla ilgi olarak Tiirkiye’ de
kaynaklara ulagilamamgtir. Bu nedenle ¢ahgmamzin, bu konuda ¢ahsacak olan
diger aragtirmacilara bir fikir verebilecegini diigiinmekteyiz. Antifungallere direncli;
L. gasseri H14, L. acidophilus Al L. vaginalis S1 L. delbrueckii spp. lactis H13 ve L.
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plantarum H10 suslan, antibiyotiklere direncli; L. plantarum T1 susunun hicbir
antibiyotikten etkilenmediZi /.. acidophilus G11, I.. vaginalis S1, L. salivarius S2
suslan, hidrojen peroksit ve asit iiretimi yitksek, antibakteriyal etkisi yitksek; /.
gasseri R3, I.. acidophilus 14, I.. vaginalis HS, I.. crispatus G14, I.. plantarum H10
ve I.. brevis R2 suglarim belirledik. Bu suglarin tek bagina veya birkaginin bir arada
bulundugu probiyotik amaca yonelik vajinal tabletler hazirlanmasim ve bu tabletlerin

vajinal florayr enfeksiyonlardan koruyucu ve tedavi amagh olarak kullammim
Onermekteyiz.
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Principaux caractéres permettant de différencier Lactobacillus mucosae
des especes phylogénétiquement proches.

Yaprés : ROOS (S.), KARNER (F.), AXELSSON (L.) and JONSSON (H.): Lactobacillus
rucosae sp. nov., a new species with in vitro mucus-binding activity isolated from pig intestine.
nt. J. Syst. Evol. Microbiol., 2000, 50, 251- 258.

.+ Lactobacillus fermentum (souche type) ; 2 ¢ Laétobacillus mucosae (huit souches) ; 3 ¢ .
actobacillus oris (souche type) ; 4 : Lactobacillus panis (souche type) ; § : Lactobacillus pontis
souche type) ; 6 : Lactobacillus reuteri (souche type) ; 7 : Lactobacillus vaginalis.

Caracteéres , 1* 2 34| 5§ 6*
Hydrolyse de I'arginine | 3 + + - - + +
Croissance 4 15 °C - - - = F o+ -
Croissance a 45 °C + + + + + +
Hydrolyse de I'esculine - | + + + -
Fermentation du glucose (formation de gaz) ROl Gl EIOIEIGI I B
L-arabinose*** - d + + . +
D-fructose*** , + - + + + +
Galactose™*** + d + - +
Gluconate*** + d + "+ + +
Lactose*** + d + + - +
Mélibiose*** + d + + . +
D-raffinose*** + d + + + +
Ribose*** : + + + + + +
D-xylose*** Y d + + - -

p://www.bacterio.cict.fr/bacdico/ll/tmucosae. html 06.06.2002



91

O0ZGECMIS

1978 yihnda Tokat’ta dogdu. ik 6grenimini Tokat’ ta, orta ve lise 6Zrenimini
istanbul’ da tamamladi. 2000 yiinda istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boliimi Molekiler Biyoloji ve Genetik dalindan mezun oldu. 2001 yiinda Gazi
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiist Biyoloji Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans
ogrenimine bagladi. Dort yillik evli ve bir cocuk annesi.



