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ONSOZ

Son zamanlarda yapilan calismalar bakterilerin kendi aralarinda iletisim
kurarak bulundugu ortam kosullarina uyum saglamak amaciyla degisen populasyon
yogunluguna gore davraniglarim1 diizenledigine dayanmaktadir. Cogunlugu algilama
olarak adlandirilan bu iletisim sistemi ile bakteri; hareket, antibiyotik biyosentezi,
biyofilm olusumu, plazmid konjugasyonu ve virulans faktorlerinin iiretimi gibi birgok
faaliyetini diizenlemektedir. Bu ¢alisma kapsaminda yenidogan gaitasindan izole
edilen potansiyel probiyotik Pediococcus acidilactici susunun iirettigi organik asitten
yararlanarak Pseudomonas aeruginosa klinik izolatlarinin ¢ogunlugu algilama sistemi
ve bu sistem tarafindan kontrol edilen ve bakteri patojenitesinde biiyiilk 6neme sahip
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1. GIRIS

Uzun yillardir hiicreler arasi iletisim yeteneginin yalnizca ytliksek yapili canlilara
0zgii bir davranis oldugu, bakteriler gibi tek hiicrelilerin ise boliinerek cogalmaktan
ibaret basit bir yasam tarzina sahip olduklar1 diisiiniilmekteydi. Fakat son yillarda
yapilan ¢aligsmalar, bakterilerin asosyal varliklar olmadigini, degisen ortam kosullarina
uyum saglamak amaciyla hiicreler arasi iletigim sistemlerini kullanan topluluklar
halinde bulunduklarini kabul etmektedir. Quorum sensing (QS) olarak tanimlanan bu
mekanizma; bakterilerin salgiladiklari kimyasal maddeler araciligiyla ortamdaki hiicre
yogunlugunu algilayarak iletisim kurmalarin1 saglamaktadir (Bosgelmez-Tinaz, 2013
ve Sakuragi ve Kolter, 2007). Kelime olarak quorum; yeterli ¢ogunluk, sensing;
hissetme anlamina gelmekte ve giiniimiiz literatiirlerinde quorum sensing terimi

cogunlugu algilama (CA) olarak tlirkcelestirilmektedir (Diizgiin, 2009).

Bakteriler arasindaki bu iletisimin temeli, bakterinin otouyaricilar olarak bilinen
ekstraseliiler sinyal molekiillerini tek ya da grup genelinde sentezleyerek, ¢evresinde
bulunan diger bakterilerin yogunlugunu algilamasina dayanmaktadir. Bakteriyel
populasyon yogunlugu arttikca otouyaricilar ortamda birikmektedir. Bu birikim,
bakterinin ortamdaki otouyaric1 miktarini algilamasi ile ortamdaki diger bakteri sayisi
hakkinda bilgi sahibi olmasini saglamaktadir. Bakteriler kendi hiicre sayilarindaki
degisikligi izleyerek, degisen yogunluga gore toplu olarak gen ekspresyonunun genel
diizenini degistirirler ve bu degisim topluluk i¢inde her bakteri hiicresinin bir digeriyle
koordine davranmasi sonucunu dogurur (Papenfort ve Bassler, 2016). CA sinyal
molekiillerinin otouyarici olarak ifade edilmelerinin sebebi, iiretildikleri hiicrenin
metabolizmasini diizenleyici etki gostermelerinden kaynaklanmaktadir (De Kievit ve

Iglewski, 2000 ve Onal, 2005).

CA, bakterilerde hareket, antibiyotik biyosentezi, biyofilm olusumu, bakteri
plazmid konjugasyonu, diger virulans faktorlerinin iiretimi gibi birgcok fizyolojik
olayin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Bu diizenlenme sayesinde bakteri,

bulundugu ortama uyum saglama, cevresel faktorlerden korunma, konak savunma



sistemi ile miicadele etme ve ortamdaki diger bakterilerle yarisma gibi fonksiyonlari

daha kolay yerine getirme olanagi bulmaktadir (Sakuragi ve Kolter, 2007).

CA sistemi birgok Gram pozitif ve Gram negatif bakteride tanimlanmistir. Farkli
mikroorganizma tiirlerinin iletisim amaciyla farkli sinyal molekiilleri kullandiklari
bilinmektedir. Gram pozitif bakterilerde CA sisteminin sinyal molekiilleri
oligopeptitler (oligopeptit sistemi) (Fuqua ve ark., 1996) iken, Gram negatif
bakterilerde N-acil homoserin lakton (AHL)’lar, otouyaricilarin en yaygin sinifidir.
Cekirdek, AHL halkas1 ve modifikasyonlar igeren 4-18 karbonlu agil zinciri ihtiva
eder. Yiizlerce bakteri tiirii bu AHLleri tireten LuxI tip sentaz igerirler. A¢il zincirinin
uzunlugu dayaniklilig: etkiler (Galloway ve ark., 2011). Gram pozitif ve Gram negatif
bakteriler arasindaki iletisim ise otouyarici-2 denilen furanosil borat diester
molekiilleriyle (hibrit sistem) saglanmaktadir (Yu ve ark., 2012). Sentezlenen sinyal
molekiilleri hiicrenin disina salgilanarak birikirler. Atim pompalari, pasif difiizyon
veya 0zgll tastyicilar ile hiicre zarindan gegerler. Yeterli yogunlukta sinyal molekiili
ortamda biriktiginde ilgili genler uyarilarak cevap iiriinleri ortaya ¢ikmaktadir. Hiicre
disinda birikimleri, kendilerine 6zgii reseptdrlerce taninmalari, yeterli sinyal molekiilii
yogunlugu sonucunda planlanmig bir cevap ortaya g¢ikarmalar1 vb. ozellikler, CA
sistemi molekiillerini, hiicresel metabolitlerden ayiran en énemli dzelliklerdir (Onem,

2013).

Bakteriyel iletisim sistemine iliskin ilk gézlemler 1970’11 yillarda Gram negatif
bir deniz bakterisi olan Vibrio fischeri (V. fischeri) ile yapilan ¢caligmalarla belirlenmis
(Donabedian, 2003) ve bakterilerde kimyasal siirecin isleyisine bir model
olusturmustur. Belirlenen bu sistem tiim Gram negatif bakterilerde LuxI/LuxR sistemi
olarak adlandirilmigtir. Bu bakteriler, miirekkep balig1 vb. bazi deniz hayvanlarinin
151k iireten (biyolliminesan) organlarina yerleserek yiiksek yogunluga kadar
tirediklerinde (Sekil 1.1.), lusiferaz enziminin sentezlenmesi araciligtyla hepsinin ayni

anda 151k iirettigi belirlenmistir (Akova, 2005).



V. fischeri’de saptanan CA sistemine gore LuxI operonu, 151k iiretimi i¢in LuxI
genini takip eden 6 gen (Lux]I CDABEG) icermektedir. Belirli bir esik degere ulasan
bakteri yogunlugunda LuxI tarafindan kodlanan sinyal molekiilii, LuxR ile bir
kompleks olusturur ve Luxl CDABEG operonunun transkripsiyonunu tesvik eder
(Fuqua ve Greenberg, 2002 ve Onem, 2013). Bu genler ile sifrelenen lusiferaz
enziminin Uretimi saglanir (Bosgelmez-Tinaz, 2003) ve sonug¢ olarak bir 1s1ma
gerceklesir (Sekil 1.2.). Bu enzimin aktivitesi diisiik konsantrasyon yogunlugunda
baskilandigindan, 151k iiretimi ancak belli bir populasyon yogunlugunda gézlenmistir
(Kaper ve Sperandio, 2005). Bu bakteriler deniz suyunda 10> bakteri/mL
yogunlugunda saptanirken, 151k organlarinda 10'°-10'! bakteri/mL yogunlukta
bulunmaktadirlar (Akova, 2005).

Sekil 1.1. V. fischeri (sagda) Hawaii Kisa kuyruk miirekkep baligi (solda) 1sik organinda bulunan biyoliiminesans
simbiyoz (Stab, 2010).

{ ) \
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Sekil 1.2. V. fischeri’de CA modeli. LuxI, LuxR’nin DNA “Lux kutusu”na baglanmasin1 miimkiin kilan AHL’yi
tiretir. LUxR-Lux kutusu baglanmasi i¢in yiiksek konsantrasyonda AHL gerekmektedir. Miirekkep baligimin 11k
organinda bulunan V. fischeri ile bu durum saptanmgtir. LuxR-Lux kutusu baglanmasi biyoliiminesans ve daha
cok AHL iireten lusiferaz genlerini aktive eder (luxl CDABEG), (Dahl, 2011).



1.1. Gram Negatif Bakterilerde LuxIl/LuxR Tipi Cogunlugu Algilama Sistemi

CA sistemi; AHL sinyal molekiilti, LuxI tip sentaz, LuxR tip regiilatdr protein
ve hedef genin sirkiilasyonu ile gerceklesir (Hentzer ve Givskov, 2003). Lakton siklik
bir molekiildiir, karboksil grubu ve hidroksil grubunun ester olusturmasi ile meydana
gelir. Yag asidi biyosentezi sonucu olusan homoserin lakton halkasina amid bagiyla
S-adenosilmetiyonin (SAM)’den olusan acil zincirinin eklenmesiyle AHL molekiilleri
olusur. AHL’lerdeki yan zincirin ucu degisken olup 4-18 karbon uzunlugunda olan
molekiiller tanimlanmigtir (Williams ve Camara, 2009). Sekil 1.3., 1.4. ve 1.5.’te Gram

negatif bakteriler tarafindan iiretilen baz1 sinyal molekiilleri gosterilmektedir.

Sekil 1.3. N-(3-oksododekanoil)-L-homoserin lakton (30-C1,-HSL), (Onal, 2005).

Sekil 1.4. N- biitanoil-L-homoserin lakton (C4-HSL), (Onal, 2005).
I
Sekil 1.5. N-hekzanoil-L- homoserin lakton (BHL), (Onal, 2005).

Luxl tip sentaz, AHL sentezini uyarir. Sentezlenen AHL bakteri hiicresinin
dismma cikar ve hiicre yogunlugu esik degere ulastiktan sonra tekrar hiicre
membranindan girerek regiilator bir protein olan LuxR’ye baglanir ve hedef genlerin
ekspresyonlari tetiklenir (virulans faktorleri olusur). Diger yandan AHL sentezi hiicre

iginde yapilarak (LuxI) ortama salinir (Rumbaugh ve ark., 1999).



AHL (Otouyarici) .

Hedef Gen

Sekil 1.6. Gram negatif bakterilerde CA isleyis mekanizmasinin sematik gosterimi (Czajkowski ve
Jafra, 2009).

Bir¢ok Gram negatif bakteride AHL aracili CA sistemi goriilmektedir. Bu
sistemin goriildigii bazi bakteri cinslerine drnek olarak Aeromonas, Burkholderia,
Agrobacterium, Erwinia, Hafnia, Citrobacter, Chromobacterium, Enterobacter,
Nitromonas, Pantoea, Pseudomonas, Obesumbacterium, Serratia, Rahnella,
Rhodobacter, Xenorhabdus, Ralstonia, Yersinia, Vibrio ve Rhizobium verilebilir
(Hentzer ve Givskov, 2003 ve Onem, 2013).

1.2. Pseudomonas aeruginosa ve Cogunlugu Algilama Sistemi

CA sisteminin en ¢ok arastirildig1 bakterilerden biri Pseudomonas aeruginosa
(P. aeruginosa)’dir. P. aeruginosa, Pseudomonadaceae ailesine ait Pseudomonas
cinsinin en ¢ok izole edilen ve insanlarda enfeksiyona neden olan iiyesidir (Mah ve
O’Toole, 2001).

1.2.1. Mikrobiyolojik Ozellikleri

P. aeruginosa genellikle toprakta, suda ve bitkilerde yasayan bir

mikroorganizmadir. Cogunlukla tek tek goriilen, 0,5 - 0,8 um eninde, 1,5 - 3 um



boyunda, sporsuz, u¢ kisminda tek, nadiren 2-3 kirpik bulunan, ¢ok hareketli, Gram
negatif bir basildir (Bilgehan, 2002).

P. aeruginosa, enerjisini oksidasyon ile saglayan non fermentatif bir
mikroorganizmadir. Zorunlu aerob olmasina ragmen nitrati elektron alicis1 gibi
kullanarak anaerobik sartlarda da gelisebilmektedir. Farkli ve ¢ok sayida organik
bilesikten yararlanarak {ireyebilme yetenegine sahiptir. Distile su iginde bile
tireyebilmesi, ne kadar az besin ile yetinebildiginin bir gostergesidir ve ortamda tek
bir karbon kaynagi bulundugunda bu mikroorganizma gelisebilmektedir (lglewski,
1996).

Optimum gelisme sicakligi 25°C - 37°C arasinda degismektedir, daha yiiksek
ve disik sicakliklarda zor hayatta kalir. 4°C’de ireyemez, 42°C’de iireme
yetenegindedir ve bu o6zelligi ile diger Pseudomonas tiirlerinden ayrilmaktadir
(Iglewski, 1996).

Dogal cevrelerden izole edilen bakteriler kiiciik, kaba koloni olustururken;
klinik materyallerden izole edilenler diiz ve kalkik (non-mukoid) ya da virulansi daha
yiiksek olan suslar mukoid koloni olustururlar (Palleroni, 2003). Laktoz igeren
besiyerlerinde laktoz negatif sonug verirler. Oksidaz testi gii¢lii pozitif olmasi ve
glikozu fermente etmemesiyle diger Enterobacteriaceae iiyelerinden ayirilirlar.
Genellikle beta hemolitiktirler. Besiyeri ortaminda aromatik meyve, tatli iizim ya da
trimetilamin kokusuna benzer, kendine has bir kokular1 bulunmaktadir. Bu kokunun

kaynag1 2-aminoasetofenon’a aittir ve tan1 degeri yiiksektir (Deretic ve ark., 1995).

P. aeruginosa’nin farkli pigmentleri mevcuttur. Piyosiyanin, sadece
P.aeruginosa suslar1 tarafindan meydana getirilen mavi-yesil renkli ekstraseliiler bir
pigmenttir ve bu pigmentin varligi bakterinin tanisinda ayirt edici kriterlerden birini
olusturmaktadir. Bakteriye ‘“aeruginosa” adi bu pigmentten dolay1 verilmistir.
Yalnizca aerob ortamda olusan bu pigment bir fenazin boyasidir, suda ve kloroformda
erir (Bilgehan, 2002).



Floresein, piyoverdin yapisinda soluk sari renkli bir pigmenttir, UV 15181
altinda daha rahat gozlenebilmektedir. Daha az rastlanmakla beraber piyorubin;
kirmizi, piyomelanin; kahverengi-siyah renkte pigment iireten suslar da saptanmistir
ancak diger pigmentlerin varligt durumunda piyosiyaninin baskilanmasinin séz

konusu oldugu belirtilmistir (Meyer, 2000).

P. aeruginosa, karbonhidratlar1 fermente etmez, oksidaz, sitrat, L-arginin
dihidrolaz pozitif; L-lizin ve L-ornitin dekarboksilaz negatiftir. Nitrattan gaz olusturur.

Ug sekerli demirli besiyerinde hidrojen siilfiir olusturmaz (Mesaros ve ark., 2007).

Besinsel ¢ok yonliiliigiine ek olarak, P. aeruginosa yiiksek konsantrasyonda
tuza, boyalara, zayif antiseptiklere ve yaygm olarak kullanilan antibiyotiklere
direnclidir. Urettigi beta laktamaz enzimleri ile penisilinleri, karbapenemleri ve
sefalosporinleri inaktive etme yetenegindedir. Bu 6zellikler onun her yerde yaygin
olarak bulunabilen dogasini agiklamaya yardimcidir ve nozokomiyal enfeksiyona yol

acmada Ustlinliigiine katk: saglar (Iglewski, 1996).

Immiinsupresifler, kistik fibrozisli (CF) bireyler ve diger akciger hastalikli
kisiler, travmatik kornea hastalar1, yanikli hastalar, a¢ik kirikli bireyler, uzun donem
entiibe edilen hastalar ve HIV’li bireyler P. aeruginosa kaynakli enfeksiyon riski
tasimaktadirlar (Lee ve Zhang, 2015). Nemli ortamlarda iireyebilmesi ve ¢evresel
kosullara kolaylikla direng gelistirmesi ile P. aeruginosa hastane enfeksiyonu etkeni
Gram negatif mikroorganizmalar arasinda onemli bir yere sahiptir (Cekin ve ark.,

2013).

P. aeruginosa‘nin bazi saglikli insanlarin derisinde bulundugu saptanmistir ve
hastanede yatmayan hastalarin % 5’inin bogazindan ve % 3’iiniin gaitasindan izole
edilmistir. Gastrointestinal tasiyicilik orani hastanede yatan hastalarda, kabulden 72
saat sonra % 20’ye ulagsmaktadir. Hastane blinyesinde P. aeruginosa’ya ¢ok sayida
rezervuar bulunmaktadir; hastalarin nemli viicut bolgeleri, deri, dezenfektanlar,

solunum yolu ekipmanlari, yiyecekler, musluklar, tuvaletler, duslar ve paspaslar bu



rezevuarlara ornek olarak gosterilebilmektedir. Ayrica hastane ¢evresinden ve diger
hastanelerden transfer edilen hastalarla bakterinin yeniden tasinimi s6z konusu
olabilmektedir. Bulas, hastadan hastaya hastane personelinin ellerinden, kontamine
rezevuarlarla hastanin direk temasi ile ve kontamine su ve yiyeceklerin yenip,

icilmesiyle meydana gelmektedir (Iglewski, 1996).

1.2.2. Cogunlugu Algilama Sistemi

P. aeruginosa’nin patogenezinde cesitli virulans faktorleri rol oynamaktadir.
Virulans faktorlerinin iiretimi ve salgilanmasi, hiicre yogunlugunun ve gelisimin s6z
konusu oldugu logaritmik {ireme fazinda artmaktadir. P. aeruginosa kaynakli
enfeksiyon hastaliklarinin olusumunda 6nemli rolii olan bu virulans faktorlerinin
tiretimi, bakteri hiicre yogunlugunu izleyen ve bakteriler arasi iletisimi saglayan CA
sistemi ile kontrol edilmektedir. P. aeruginosa’da Lux sistemine benzeyen, iki ana CA
sistemi tanimlanmustir. las ve rhl olarak isimlendirilen bu sistemler, birbirleri ile

hiyerarsik bir iligki igindedir (Schuster ve Greenberg, 2007).

las sistemi, lasl ve lasR olmak iizere iki bilesenden olusmaktadir. lasl, N-(3-
0kso-C12-homoserin lakton) sentezinden sorumlu otouyarici sentez genidir, lasR ise
transkripsiyonel aktivator proteinini (R-protein) kodlayan gendir. Otouyarici sentaz,
hiicre zarin1 ¢ift yonlii gecebilen otouyaricinin sentezinden sorumludur. Bakteri hiicre
yogunlugunun esik degeri asmasiyla otOuyarici, transkripsiyon aktivator proteini olan
R-proteine baglanir. R-protein/otouyarict kompleksi, 6zgiil hedef genlerin ifadesini
uyarir. lasB elastazin tiretimini diizenlendigi igin las sistemi olarak adlandirilan bu
sistemde; stafilolitik proteaz (lasA), alkalen proteaz (apr), ekzotoksin A (toxA), elastaz
(lasB), biyofilm olusumu gibi ¢esitli hiicre dis1 enzimlerin sentezi diizenlenmektedir
(Lee ve Zhang, 2015; Yurt Goze, 2009).

rhl sistemi, rhll ve rhiIR olmak iizere iki bilesenden olusmaktadir. rhll, N-
biitiril-L-homoserin lakton (C4-HSL) sentezinden sorumlu otouyarict sentez genidir

ve rhIR ise transkripsiyonel aktivator proteini kodlayan gendir. Ramnolipid sentezini



kontrol ettigi i¢in bu ismi alan sistem; ramnolipid iiretimi icin gerekli olan
ramnoziltransferazin  sentezlenmesini  saglayan rhlIAB operonun ifadesini
diizenlemenin yaninda; elastaz, piyosiyanin, siyanid ve lipaz gibi enzimlerin {iretimi

icin gereklidir (Daniels ve ark., 2004 ve Yurt Goze, 2009).

Gegmis literatiir ¢alismalarinda las ve rhl sistemlerine ait sinyal
molekdillerinin, diger sistemin aktivator proteinini uyaramadigi belirlenmistir (Pearson
ve ark., 1997). Ayrica kendine 6zgii sinyal molekiilii ile kompleks olusturan R-
proteinlerinin DNA {izerinde belli promotor bdlgeyi tercih ettigi ifade edilmistir.
Ancak lasR/3-0kso-C12-HSL kompleksinin, rhiR ifadesini uyardiginin ve 3-0kso-
C12-HSL’nin rhIR’nin kendi sinyal molekiilii olan C4-HSL ile kompleks
olusturmasin1 engellediginin saptanmasi sonucunda bu iki sistemin birbirinden
bagimsiz olmadig1 ve las sisteminin hiyerarsik olarak rhl sisteminden daha baskin
oldugu kabul edilmistir (Karatuna ve Yagci, 2008 ve Pesci ve ark., 1997). McKnight
ve ark. (2000) bu iki sistem arasindaki iliskiyi P. aeruginosa’nin diger otouyaricilara
ek olarak tirettigi bir tigiincii sinyal molekiilii ile agiklamislardir. Pseudomonas kinolon
sinyal molekiilii (PQS) olarak adlandirilan, yap1 olarak kinolonlara benzeyen ve
lasB’yi indiikleme yeteneginde olan bu sinyal molekiilii, 2-heptil-3-hidroksil-4
kinolon seklinde tanimlanmigtir. PQS’nin las ve rhl CA sistemlerinin arasinda bir
baglant1 olusturarak her ikisinin de transkripsiyonu ve bir¢ok virulans faktoriinii
diizenledigi belirtilmistir (Smith and Iglewski, 2003; McKnight ve ark., 2000).

1.2.3. Pseudomonas aeruginosa Virulans Faktorleri

P. aeruginosa son zamanlarda yliksek insidans orani, ¢esitli virulans
faktorlerinin iiretimi ve artan antibiyotik direnciyle yaygin, mortalite ve morbiditesi
yiiksek, zor tedavi edilen enfeksiyonlarin etkenidir. Enfeksiyonlarin olusumunda ve
seyrinde konak ve bakteriye ait faktorler yer almaktadir. Konak bagisikliginin
bozuldugu ve immiin yanitin baskinlandigi durumlarda, bakteri kolonizasyonu
cogunlukla enfeksiyona sebep olmaktadir. Bakterinin konakta ¢ogalip, yayilmasi

sonucunda hastalik olusturmasi patojenite olarak tanimlanir ve virulans faktorleri



patojeniteden sorumlu bakteriyel {irlinler olarak karsimiza ¢ikar (Karatuna ve Yagci,
2008).

Oportunist patojen olarak P. aeruginosa’nin enfeksiyon olusturmasi genellikle
konak savunma sisteminde meydana gelen bir agiga baglidir. Deri ve mukozalarin
biitiinliigliniin bozulmasiyla bakterinin hiicre yiizeyine tutunmasi kolaylasmis olur.
Tutunmada pilus ve adezin molekiilleri rol alir (Diizgiin, 2009). Epitel hiicre yiizeyinde
yer alan miisin tabakasi, bakterinin tutunmasini engelleyen bir konak savunma
mekanizmasidir. Ancak epitel dokusu daha 6nce viral bir enfeksiyon gibi herhangi bir
ajan ile zedelenmisse bakterinin adezyonu kolaylasir ya da P. aeruginosa salgiladigi
bir takim enzimlerle epitel hiicre yapisin1 bozarak, baglanacagi reseptorlerin agiga
¢ikmasini saglar veya mukoid yapidaki P. aeruginosa suslari salgiladiklar alginatla
bronslardaki miisin tabakasina yapisarak bakteri enfeksiyonunu kolaylastirirlar.
Tutunmadan sonra P. aeruginosa’nin dogal bariyerleri asarak dokularda invazyonu
urettigi ekstraseliiler enzimler ve toksinler ile gerceklesmektedir. Fizyolojik
bariyerlerin bozulmasiyla olusan doku hasar1 sonucunda bakteri ve tirettigi toksinler
dolagima gegerek yaygin sistemik enfeksiyon tablosu olusturmaktadir. Enfeksiyon
olusumunun her asamasi bir 6nceki asamanin devami niteligindedir ve hastalik bu
asamalarin herhangi birinde kesintiye ugrayabilir. Bakteriye ait virulans faktorleri belli
basamaklarda rol alir ve kendine 6zgii bulgular ortaya ¢ikarir (Adamo ve ark., 2004;
Scharfman ve ark., 2001 ve Yagci ve ark., 2007).

P. aeruginosa ekstraseliiler enzimler, toksinler ve farkli hiicre
komponentlerinden olusan hiicre i¢i ve hiicre disina salinan ¢esitli virulans faktorlerine

sahiptir.

1.2.3.1. Kirpik

Motilite, kendiliginden hareket edebilme anlamina gelmektedir ve bakterinin
besine ulasma, toksik maddelerden kagma, yer degistirme gibi bir¢ok ihtiyacini

karsilayan bir fonksiyondur. Yapilan ¢alismalar sonucunda belirlenen ii¢ tip motilite

10



vardir; ylizme (swimming), kayma (swarming) ve titreme (twitching). Yiizme ve
kayma hareketi kirpik bagimli iken, titreme hareketinden tip IV pilus sorumludur
(Toutain ve ark., 2005 ve Rashid ve Kornberg, 2000).

Kirpik, P. aeruginosa’nin besin i¢eren ortamdaki yiizme hareketinden mesul,
bakterinin yilizeyinde bulunan kutupsal yerlesimli bir yapidir. Hareket etme
yetenegindeki bakteriler sivi ortamda kirpiklerinin donerek hareket etmesiyle yer
degistirirler (Doyle ve ark., 2004). Kirpik ayn1 zamanda kayma hareketini de kontrol
eder. Kayma hareketi sirasinda bakteri hiicresinin boyu normale gore uzar ve normalde
tek olan polar kirpik, ¢ift polar kirpige doniisiir (Shrout ve ark., 2006). Kirpik
yapisindaki bu degisim tip IV pilus ve ramnolipid salgilanmasini uyarir (Kohler ve
ark., 2000). Kirpik ayrica epitel hiicre membranina baglanarak bakterinin adezyonunu
saglar ve bakteri kolonizasyonunun olusumunda etkin gérev almaktadir (Feldman ve
ark., 1998 ve Mahenthiralingam ve ark., 1994).

1.2.3.2. Pilus

Bakteride bulunan kisa, filament6z ylizey uzantilaridir. Bakterilerde pilus
genellikle hareketten sorumlu degilken, P. aeruginosa piluslar1 bakteriyel motilitede
nadir olarak yer alan prokaryotik piluslardandir. P. aeruginosa’nin kati yiizeylerde
hareketi, tip IV pilusun sorumlu oldugu titreme ile gerceklesir. Pilus uzayarak hiicre
ylizeyinde bir noktaya tutunur ve sonra kisalarak bakteriyi o bolgeye ceker.
Bakterilerin kirpik yapilari gibi, piluslar da epitel hiicre membran yiizeyine baglanarak
bakterilerin birbirlerine ve ¢esitli yiizeylere adezyonunda énemli rol oynamaktadirlar
(Mattick, 2002 ve Patriquin ve ark., 2007). Piluslar ayrica solunum yollarinda hizli
yayilmaya ve kolonizasyona yardimci yapilardir (Gupta ve ark., 1994 ve Kipnis ve
ark., 2006).
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1.2.3.3. Lipopolisakkarit Tabakasi

Bakteri hiicre zarfinda, dis membranin disinda bulunan lipopolisakkarit (LPS)
tabakasi; iki katmanli fosfolipid tabakasinin arasinda gomiilii olarak yer alan ve toksik
ozellikte lipid A, buna bagli bir O polisakkaridi igeren hidrofilik bir yapidan meydana
gelmektedir. Lipid A organizmanin biyolojik etkisini diizenleyerek endotoksin
olusturur, O-polisakkaridi ise esas olarak P. aeruginosa serotiplerinin
tanimlanmasinda kullanilmaktadir. LPS, hiicre yiizeyindeki ¢esitli reseptorleri taniyip
baglanarak bakterinin adezyonunda 6nemli rol oynar (Hentzer ve ark., 2001 ve Kipnis
ve ark., 2006).

1.2.3.4. Alginat (Polisakkarit Kapsiil)

P. aeruginosa tarafindan iiretilen, kapsiil benzeri bir yapidir. Glukronik ve
mannuronik asidin B-1,4 glikozit baglari ile baglanmis tekrarlayan polimerlerinden
olugsmaktadir. Bakterinin etrafinda viskoz bir jel kivaminda olan alginat, LPS gibi
bakterinin adezyonunda onem arz etmekte, solunum yolu epiteline tutunmay: ve
kolonizasyonu saglamaktadir. Alginat ayni zamanda bakterinin immiin sistem
hiicreleri tarafindan fagositozunu engelleyen, antibiyotiklere karsi korunmasini
saglayan ve konak savunma sistemi hiicrelerinden kagarak bakteriye karsit konak

yanitinin zayiflamasina sebep olan bir virulans faktoridiir (Hentzer ve ark., 2001).

1.2.3.5. Elastaz
Elastin, akcigerlerin elastikiyetine (genisleyip-daralmasina) olanak saglayan,

akcigerin ve ayni zamanda kan damarlarinin 6nemli bir proteinidir. Akcigerlerde

bulunan proteinlerin yaklasik % 30’unu olusturmaktadir (Karatuna ve Yagci; 2008).

Elastaz ise P. aeruginosa’nin tip II sekresyon sistemi vasitasiyla salgiladigi;

kollajeni, Ig G ve Ig A’yr, komplemanmi pargalayan bir metalloproteazdir.
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P.aeruginosa’nin elastine karsi litik aktivitesinden las A proteaz ve las B elastaz
sorumludur. Enzimler gosterdikleri sinerjik etki ile elastini parcalarlar. Las A proteaz
bir serin metalloproteinazdir, elastini pargalayamaz ancak las B elastazin litik
aktivitesini arttirir. Elastazin proteolitik giicti diger enzimlere kiyasla daha fazladir
(proteazin 10 kati, tripsinin 4 kati). Hiicreler arasi baglantilarin koparilmasiyla
solunum epitel hiicrelerinin pargalanmasi sonucunda olusan P. aeruginosa kaynakl
solunum yolu enfeksiyonlarinda rol oynamaktadir. Epitel biitiinliigiinii bozarak bakteri
adezyonunu kolaylastirir, damar duvarindaki kollajenin yikilmasiyla damar yapisin
bozarak akcigerde hemorajik ve nekrotik lezyonlarin olusmasina ve alveolar yapida

bozulmalara neden olmaktadir (Karatuna ve Yagci; 2008 ve Salyers ve Whitt, 2002).

1.2.3.6. Las A (Stafilolitik Proteaz)

Elastin yaninda fibrin ve kollajeni de hasara ugratabilen, elastaz ve diger
proteinazlarin elastolitik aktivitesini arttiran bir serin proteazidir. Staphylococcus
aureus’un (S. aureus) hiicre duvarindaki pentaglisin kopriilerine baglanarak bakteri
hiicrelerini lizise ugrattigindan ayni zamanda bir stafilolitik proteazdir. Elastaz ile las
A’nin sinerjik etkisiyle dokularda olusan hasar, dogal bariyerlerin yikimi sonucunda

organ yetmezliklerine kadar sebep olur (Cowell ve ark., 2003).

1.2.3.7. Alkalen Proteaz

Alkalen proteaz, P. aeruginosa’nin virulans faktorlerinden biri olan, 50
kDa’luk bir ¢inko metalloproteazdir, apr geni tarafindan kodlanir. Tip | sekresyon
sistemi tarafindan salgilanir. Konak immiin sisteminde kompleman C1q ve C3 ya da
IFN-y ve TNF-a benzeri sitokinler gibi ¢esitli bilesenleri yikima ugratmaktadir (Coin
ve ark., 1997). Kompleman araciligiyla eritrositlerin yikimu ile iligkili oldugu ayrica
fibrini pargalayarak akciger alveollerinin yapisin1 bozup, enfeksiyonun ilerlemesine

sebep oldugu bildirilmistir (Laarman ve ark., 2012).
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1.2.3.8. Proteaz IV

Proteaz IV, lizin spesifik endoproteazdir ve P. aeruginosa’nin géz ve akciger
patogenezinde anlamli bir virulans faktoriidiir. Olgun proteaz IV, kompleman ve Ig G
gibi 6nemli konak immiinolojik proteinlerini parcalar. Ayrica elastin gibi yapisal
proteinlerin biitiinliigiinii bozar, doku hasarina yol agar ve bakteriyel enfeksiyonu
kolaylastirir. Demir baglayict proteinler laktoferrin ve transferrini parcgalarina
aywrarak, P. aeruginosa’nin sideroforu piyoverdin vasitasiyla demiri konaktan

uzaklagtirmasina olanak saglar (Wilderman ve ark., 2001).

1.2.3.9. Piyosiyanin

P. aeruginosa’nin mavi-yesil renkli, fenazin tiirevi, diisiik molekiil agirlikli bir
pigmenti olan piyosiyanin, bakterinin patojenitesinde onemli role sahiptir. Besi
ortaminda diisiik fosfat iyon konsantrasyonu ve yeterli siilfat iyonu varliginda
rahatlikla tretilmektedir. Bu pigment bir¢cok bakteri tiirline karsi inhibitor etki
gosterme yeteneginde oldugundan, bulundugu ortamda bakterinin rekabet sansini
arttirmaktadir. Yapilan ¢alismalar, piyosiyaninin hiicre solunumunu ve siliyer
aktiviteyi engelledigini, epidermal hiicre bliylimesini durdurdugunu ve akcigerde doku
hasarina sebep oldugunu gostermistir (Denning ve ark., 2003 ve Karatuna ve Yagci,
2008).

1.2.3.10. Piyoverdin

P. aeruginosa ¢ogalabilmek i¢in demire gereksinim duymaktadir ve demir igin
viicut proteinleri ile yarisir. Piyoverdin bir siderofordur ve ¢evredeki demiri
baglayarak hem ortamdaki diger bakterilerin gelisimini kisitlar hem de P. aeruginosa
metabolizmasi i¢in demir saglar. Piyoverdin demir i¢in yiiksek afiniteye sahiptir ve
bakterinin demir alimini kolaylastirmak i¢in, demiri ¢evresel ortamdan ayirir. Ayrica,

piyoverdinin, proteaz IV sentezi i¢in bir sinyal molekiilii olarak hareket ettigi ve ayni
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zamanda kendi iiretimini diizenlemenin yaninda ekzotoksin A’nin {iretiminde de
diizenleyici rol oynadig1 yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (Karatuna ve Yagci, 2008;

Lamont ve ark., 2002 ve Meyer ve ark., 1996).

1.2.3.11. Fosfolipaz C ve Ramnolipid

P. aeruginosa iki ¢esit hemolizine sahiptir; biri 1s1ya duyarl bir protein olan

fosfolipaz C, digeri ise 1s1ya dayanikli bir glikolipit olan ramnolipid.

Fosfolipaz C, P. aeruginosa‘nin tip Il sekresyon sistemi tarafindan salgilanir.
Fosfat tutucu sistemin bir pargasi olarak fonksiyon gosterir, inorganik fosfatlari serbest
birakan alkalen fosfatazlar gibi etki gostererek, konak fosfolipidlerinin {irettigi
fosfomonoesterleri pargalar. Akut akciger hasari patogenezinde rol oynamaktadir.
Konak noétrofil oksidatif yanitin1 baskiladigi gibi patojenik etkilerini stirfaktan
inaktivasyonuyla saglar (Elleboudy ve ark., 2014).

Ramnolipid ise, P. aeruginosa’nin uygun gelisme kosullari altinda salgiladigi
hemolitik etkili, bir ya da iki ramnoz molekiiliinden olusan hidrofilik bir bas ve bir ya
da iki yag asidi iceren hidrofilik kuyruga sahip bir biosiirfaktandir (Moussa ve ark.,
2014). Deterjan benzeri etkisiyle akciger fosfolipidlerinin yapisini bozarak fosfolipaz
C’nin islevine yardimci olur. Ayrica silya fonksiyonlarmin da bozulmasina neden

olarak mukosiliyer tasinim1 engellemektedir (Karatuna ve Yagci, 2008).

1.2.3.12. Ekzotoksin A

P. aeruginosa virulansinda 6nemli bir role sahip, tip 1l sekresyon sistemi
araciligiyla hiicre disina salgilanan bir toksindir. Etkisini, okaryot hiicrelerde protein
sentezi i¢in gerekli olan uzama faktor 2’yi (EF-2) inhibe ederek yani protein sentezini

durdurup hiicre 6liimiine neden olarak gostermektedir. Ayni1 zamanda konak yanitini
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baskiladigina ve bolgesel doku hasarina sebep olduguna dair caligmalar da
bulunmaktadir (Vidal ve ark., 1993 ve Wick ve ark., 1990).

1.2.3.13. Sekresyon Sistemi, Ekzotoksin Sve T

Gram negatif bakterilerde dis zar, iki hidrofilik membrandan olusmustur. i¢ ve
dis membranlar hidrofilik boslukla ayrilir, bu bosluga periplazma denir. Salgilanan
proteinler, enzimler ya da toksinler membranin hidrofilik ¢evresi boyunca
bulunmaktadirlar. Bu proteinler genellikle genis hidrofilik molekiillerdir ve bu nedenle
kanallara ya da hiicre zarfina ulasan diger tip borulara ihtiyag duyarlar. Dis ortama
acilan bu yollar, sekresyon sistemleri denen, ¢ok ya da az karmasik makromolekiiler

komplekslerin birlesmesiyle insa edilmektedir (Filloux ve ark., 1990).

Giintimiizde sekresyon sistemini sekillendiren protein ya da bilesenlerin
ozelliklerine gore tip I’den tip VI'ya kadar, alti farkli tip sistem tanimlanmistir
(Desvaux ve ark., 2009 ve Durand ve ark., 2009). Bu sekresyon sistemleri, tek asamali
ve iki agsamali sistem olmak tizere iki kategoriye ayrilmaktadir. Proteinleri bir kerede
bakteri hiicre zarfina, sitoplazmadan hiicre ylizeyine transfer edenler tek agsamali salgi
sistemleri olarak bilinmektedir. Alternatif olarak, salgilanan proteinler dig membrana
geemeden Once periplazmaya transfer olurlar, bu sistemler de iki asamali salgi

sistemleri olarak bilinir (Filloux, 2011).

Iki asamal1 sistem, salgilanan proteinin periplazmaya gegisinden 6nce kisa
siireli duraklamasini saglar. Bu periplazmik duraklama ¢ok kisadir ve sadece salgi
sisteminde bir ariza oldugunda protein burada tutulur. Prensip olarak protein, salgi
sisteminin periplazmasina bagimsiz olarak ulasir. Ancak bu sistemde protein, genel
disa aktarma yolunu kullanir, bu aym zamanda periplazmik ve dis membran
proteinlerinin tasinmasinda da kullanilan yoldur. Tip I, 1V, V salgi sistemleri, iki
asamalidir (Filloux, 2011).
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Tek asamali sistem, periplazmada tanimlanan salgilanmis protein havuzu
olmamasi anlayisina dayanmaktadir. Diger bir deyisle, salgi sistemi hasara
ugradiginda salgilanan protein sitozolde bloke edilir ve muhtemelen pargalanir.
Bakteri hiicre zarfindan devamli bir kanal ge¢mektedir ve bu kanal bakteriyel
sitozolden ekstraseliiler ¢evreye gecisini saglayan proteinlerin bir ya da c¢oklu

kombinasyonunu igerir. Tip I, III, VI salgi sistemleri tek agsamalidir (Filloux, 2011).

Tip 1l sekresyon sistemi, Pseudomonas tiirleri ve bazi Gram negatif
bakterilerde (Yersinia, Salmonella, Shigella) rastlanan bir salgi sistemidir (Michiels ve
ark., 1990 ve Yahr ve ark., 1996). Bu sistemle, bakterinin sitoplazmik membranindan,
pilus benzeri kanallar olusarak konak hiicre sitoplazmik membraninda porlar agtigi ve
bu porlar araciligiyla bakteriyel proteinlerin bakteri sitoplazmasindan konak hiicre
sitoplazmasina dogrudan aktarildigi saptanmistir. P. aeruginosa‘nin bu sistem
araciligiyla salgilanan 4 farkli toksini bulunmaktadir; Ekzoenzim S (EXxoS),
Ekzoenzim T (ExoT), Ekzoenzim Y (ExoY), Ekzoenzim U (ExoU). ExoS, konak
bagisik yanitin1 etkileyen, inflamatuvar cevabi diizenleyebilen ve hiicre iskelet
organizasyonunu bozma etkisinde olan bir sitotoksindir. ExoT, konak vyara
iyilesmesini engelleyen 6nemli virulans faktorleri arasinda sayilmaktadir. ExoY,
pulmoner vaskiiler hiicrelerde hiicreler arast bosluk olusumuna ve gegirgenligin
artmasina sebep olan bir toksindir. ExoU, konak i¢ine salgilandiginda fosfolipaz etkisi
gostererek Okaryotik hiicre membraninin parcalanmasina neden olan toksindir.
Yapilan calismalarda bu toksinin yalniz basina sepsis ve ilerleyen akciger

enfeksiyonuna sebep oldugu gosterilmistir (Allewelt ve ark., 2000).

1.2.3.14. Biyofilm

Bakteri tarafindan {iretilen, bakterinin cesitli ylizeylere ve birbirlerine
yapismasini saglayan, biiytime dereceleri ve genetik faktorlere bagli olarak farkli
fenotip gosterebilen polisakkarit yapida bir matrikstir. Matriksin yogunlugu bakteri
tiirleri arasinda degisiklik gostermektedir. Biyofilm olusurken bakteriler plantonik

formdan, mukoid agregatlarin i¢cinde gelisimini siirdiirebilen hiicre topluluklarinin
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olusturdugu sesil forma ge¢mektedirler. Olusum asamalari; tutunma, yapigma, slime
olusumu, olgun biyofilm olusumu ve koparak ayrilma olarak siralanmaktadir.
Biyofilm tabakasinda iireyen bakteriler, planktonik formlara gore 1000 kat daha
direnglidirler. Biyofilmin gelismesi ortamdaki besin, pH, oksijen ve ozmolarite ile
iliskilidir (Cevik Tepeli, 2009).

Biyofilm olusumu CA las sistemi tarafindan diizenlenmektedir. Bakterinin
yiizeye tutunma isleminden sonra CA sistemi araciligiyla, bakterilerin ortamdaki
populasyon yogunlugunu belirleyerek haberlesmesi, biyofilmin olugmasi i¢in gerekli
bir dizi islemi baglatir (De Kievit ve ark., 2001). Biyofilm igerisindeki bakterilerin
biiylime hiz1 planktonik bakterilere oranla daha diisiiktiir ancak biyofilm vasitasiyla;
bakteri besin yoklugu, pH degisimleri, antibiyotikler, dezenfektanlar vb. ¢esitli stres

anlarinda kendi yasamini korumaktadir (Costerton ve ark., 1999).

P. aeruginosa enfeksiyonlarinin artan insidansi ve direngli suslar, biyofilm
olusumuyla iligkilendirilmektedir. Biyofilm tabakasi icerisinde tiirler arasi
konjugasyonla direng plazmidi aktarimi bilinmektedir. Dogal ¢evrede biyofilm daha
cok sucul ortamlarda saptanabilirken; insanlarda kateter, kontakt lens, protez, rahim
ici arag gibi yabanci cisim enfeksiyonlar ile yakindan iliskili oldugu bilinmektedir
(Wagner ve Iglewski, 2008).

Biyofilm tabakasi, bakterinin fagositoz, opsonizasyon ve kompleman

sisteminden, yani konak savunmasindan korunmasini saglamaktadir (Diizgiin, 2009).

Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisi genel olarak bakteriyel iiremenin
engellenmesi veya bakterinin 6ldiiriilmesine dayanmaktadir. Hizla gelisen antibiyotik
direnci bu siireci bazen basarisiz kilabilmektedir. Bakteriyel virulansi diizenleyen CA
sisteminin kesfi, enfeksiyon etkenlerinin kontrolii i¢in yeni bir firsat saglamaktadir.
Bakteriler, iletisim kurduklart sinyal molekiilleri araciligi ile bulunduklar1 ortamda
populasyon yogunluklarini belirleyerek davraniglarini diizenlerler. CA davranisinin

bloke edilmesiyle bakterilerin birbiriyle iletisimi ve virulans faktorlerinin iiretimi
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engellenebilmektedir. Virulans faktorlerinin iretilmesi, patojenitenin olusturulmasi
acisindan 6nem tasimaktadir. Gerek direng gelisiminin artmasi ve gerekse saglik
tizerinde olusturdugu olumsuz yan etkiler nedeniyle, antibiyotiklerin kullaniminin
simirlanmasi, yeni antimikrobiyal tedavi arayisina olan ilgiyi arttirmistir (Collins ve
Gibson, 1999).

Giiniimiizde P. aeruginosa tarafindan olusturulan enfeksiyonun kontrol altina
alinmasina yonelik gelistirilen alternatif yontemlerin az sayida oldugu goriilmektedir.
Bakteriler arasi iletisimi bozarak bakteri topluluklarinin kontrol altinda tutulmasini
hedefleyen yeni yaklasimlar quorum quenching olarak adlandirilmaktadir. Bu
arastirmalar CA sinyal molekiillerinden biri olan AHL iiretiminin O6nlenmesi
(sentezlendigi aminoasitin analoglarinin gelistirilmesi), CA molekiiliiniin inhibisyonu
(molekiillerin par¢alanmasi), CA sinyal alimmin onlenmesi (reseptorlerin blokaji)

temeline dayanmaktadir (A¢ikgoz, 2012).

P. aeruginosa CA sistemi sinyal molekiillerinin taklidi seklinde molekiiller
daha cok bitkilerden elde edilen dogal ya da AHL inhibitorleri olarak gelistirilmeye
caligilan sentetik bilesiklerden olusmaktadir. Dogal furanonlar, flavonlar (Skogman ve
ark., 2016), fenilalanin arjinil beta naftilamid (EI-Shaer ve ark., 2016), laktonaz enzimi
tiretebilen basiller (Joshi ve ark., 2014 ve Rajesh ve Rai, 2016), ¢esitli toprak (Hassan
ve ark, 2016 ve Samrot ve ark., 2016) ve deniz mikroorganizmalar1 (Busetti ve ark.,
2015), mandalina (Luciardi ve ark., 2016) ve tar¢in yagi (Kim ve ark., 2015),
geleneksel baharatlar (Vasavi ve ark., 2016), proantosiyanid (Maisria ve ark., 2016),
fenolik bilesikler (Ugurlu ve ark., 2016), glioksamid tiirevleri (Nizalapur ve ark.,
2016), azitromisin, seftazidim (Husain ve ark., 2016), nitrik oksit (Kutty ve ark., 2015),
gama amino biitirik asit (Feuilloley ve ark., 2013), bitkiler tarafindan iiretilen
fitokimyasallar ve ¢esitli bitki Oziitleri vb. bilesiklerin P. aeruginosa CA sistemini ve
bu sistem tarafindan diizenlenen elastaz, proteaz, piyosiyanin, biyofilm ve bakteriyel
hareket gibi virulans aktivitelerini etkiledigi yapilan ¢alismalarca belirlenmistir. Bu
bilesiklerin ¢ogunun ya toksik olmasi ya da kabul edilebilir dozlarda etki
gostermemesi sebebiyle insan kullanimina uygunsuz oldugu saptanmistir. Ancak

Georgi ve ark. (2011)’min, hipotiosiyanidin CF’lu akcigerde P. aeruginosa
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kolonizasyonunu kontrol altina aldigim1 belirledigi ¢aligmalar1  sonrasinda,
hipotiosiyanidin laktoferrin ile inhalasyon formulasyonu, Avrupa Ilag Ajansi ve Gida
& Ilag Birligi tarafindan ilag statiisii almis ve bu formulasyon klinik uygulamalarda

kullanilan ve ilag statiisii verilen tek CA inhibitorii olarak literatiirlerde yer almistir.

Giinimiizde biyoteknolojik ¢alismalar, virulans faktorlerinin  iiretimini
onlemek amaciyla AHL antagonistlerinin gelistirilmesine odaklanmistir. Bu tip
molekiillerin kullanimi, bakteriler arasi haberlesmenin bloke edilerek virulansin
azaltilmas1 ve dolayisiyla enfeksiyonlarin kontroliine firsat verecek, yeni bir tedavi
yaklagimi olarak diistiniilmektedir. Virulans faktorlerinin ¢ogunun bakteriye 6zgi
olmasi ve konak organizmada bulunmamasi, tedavinin 6zgilliigiinii saglayan faktorler

olarak diistintilmektedir (Hentzer ve Givskov, 2003).

1.3. Yeni Bir Tedavi Yaklasimi, Probiyotikler

Probiyotikler, intestinal sistemde mikrobiyal dengeyi saglayarak insan
sagligina yararl: etkilere sahip olan, canli mikroorganizma destekleridir. Giiniimiizde
probiyotik tanimi, insan ve hayvan saghigimni giiclendirerek destekleyen mikrobiyal
preparatlarin tiimiinii kapsamaktadir (Billoo ve ark., 2006; Kim ve ark., 2006 ve Lee
ve Salminen, 1995). insan gastrointestinal sisteminde (GiS), organizma igin faydal
cok sayida farkli bakteri tiirii bulunmaktadir ve bu bakteriler dogumdan hemen sonra
sekillenir, kolonizasyon yenidogan déneminde kazanilir. Bu nedenle dogum yontemi
ve beslenme sekli kolonizasyonun en énemli belirleyicilerindendir. Bunlarin disinda
hamilelik yasi, bebegin beslenme tipi (anne siitii veya mama), saglik durumu, GIS’ten
gecis zamani, infantil donemde sik antibiyotik kullanimi, pH ve stres durumlar1 da

kolonizasyonu etkileyen diger faktorlerdir (Coskun, 2006).

Vajinal dogum ile dogan bebeklerin intestinal mikrobiyotasini, annenin
genitoiiriner sistem mikroorganizmalar1 olustururken; sezaryan ile dogan bebekler,
dogum kanalindan gecemediklerinden, intestinal floranin daha ¢ok deri

mikroorganizmalarma benzer sekilde olustugu gorilmiistiir. Ayrica anne siitiiyle
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beslenen bebekler ile mama ile beslenenlerde olusan mikrobiyotada da birbirinden
farklidir. Anne siitii ile beslenenlerde floraya Bifidobacterium’lar hakim olurken,
mama ile beslenenlerde Enterobacteriaceae, Bacteroides, Clostridium vb. bakteriler

baskindir (Dominguez-Bello ve ark., 2010).

Yenidogan doneminde intestinal flora olusumundaki bu fark, bebeklerin
immiinolojik bozukluklara ve alerjik hastaliklara daha yatkin yapiya sahip olmalarinda
biiyiik rol oynamaktadir (Coskun, 2006 ve Celebi ve Uygun, 2013). Uygun floranin
olusumu, bdlgenin patojenlere karsit korunmasi acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.
Saglikl bireylerde yararli bakteriler ve patojenler belirli bir denge igindedir. Herhangi
bir nedenle bu dengenin bozulmasi; enfeksiyon hastaliklari, oOtoimmiin ve
immiinoinflamatuvar hastaliklarin olusmasina ortam hazirlamaktadir. Bozulan bu
dengenin diizenlenmesinde probiyotiklerden faydalanilir (Fuller, 1989; Haller ve
Jobin, 2004; Kalliomaki ve ark., 2001 ve Rook ve Brunet, 2005).

1.3.1. Probiyotik Mikrooganizmada Aranan Kriterler

Bir bakterinin etkin probiyotik olarak tanimlanabilmesi igin, sagliga yararli
oldugu ve giivenilir oldugu bilimsel olarak tespit edilmelidir. Gida ve Tarim Orgiitii
ve Diinya Saglik Orgiitii (FAO/WHO) tarafindan belirlenen kriterlere gore; sus insan
orijinli olmali, GIS’te canliligini siirdiirebilmeli, mide asidi ve safra tuzuna direngli
olmali ve bunun yaninda ince bagirsak epitel hiicrelerine tutunabilmelidir. Ayrica
uygulanacak islemler sirasinda ve depolama siiresince canliligini korumali ve aktif
oldugu bolgede cogalabilmelidir. Bunun yani sira etkin antimikrobiyal madde
tiretimiyle, gidalart ve tiiketiciyi gida bozulmasina sebep olan patojen bakterilerin
etkilerinden koruyabilmelidir. ince bagirsak mukozasina tutunup, GiS’te etki ettigi
slireyi uzatarak immiin sistem diizenini saglamaya yardimci olmalidir (Food and

Agriculture Organization/World Health Organization, 2002).
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Probiyotik bir mikroorganizma ayni zamanda;

e Patojen olmamall,

e Toksik maddeler tiretmemeli,

e Genetik yapisi kararli olmali,

e Konakta hastaliklara kars1 direng artis1 saglamali,

e Bagirsaktaki antibiyotiklerden etkilenmemeli,

e Canli hiicrelerde biiyilk miktarda bulunabilmelidir (Ewaschuk ve

Dieleman, 2006 ve Guarner ve Schaafsma, 1998).

Flora bakterileriyle konak arasinda simbiyotik bir iliski s6z konusudur. Bazen
bagirsaga ulasan patojen mikroorganizmalar, burada mevcut floranin dengesini
bozarlar. Bozulan dengenin tekrar saglanmasi i¢in probiyotiklerden yararlanilir.
Probiyotikler, ¢esitli mekanizmalarla insan bagirsagindaki mikrobiyal dengeyi

korurlar.

1. Organik asit, hidrojen peroksit ve bakteriyosinlerden olusan inhibitor maddeleri
aracilifiyla hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilerin bagirsaga tutunmasini

engellerler.

2. Patojen mikroorganizmalarin spesifik reseptorler araciligiyla mukozal yiizeylere
yapismasi, enfeksiyonun ilk asamasi olarak disiiniilmektedir. Probiyotikler,
patojenlerin tutunacagi adezyon bolgelerini kompetetif inhibisyon suretiyle tutarak
etkili olurlar yani bagirsak mukozasina yapisarak patojenlerin kolonize olmasim
engelleyip, immiin sistemi diizenleyerek, zarar goren mukozanin iyilesmesine

yardimci olurlar.
3. Patojen mikroorganizmalarla besin igin rekabet ederler.
4. Toksin reseptorlerini bloke ederler.

5. Immiin sistemi giiclendirirler (Rastall ve ark., 2005).
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Probiyotiklerin s6z konusu etkileri tiir Ozelliklerine gore degisiklik
gostermektedir. Insan saglig1 ve tiikketimi icin gelistirilen iiriinlerde insan kaynakli
mikroorganizmalarin kullanilmasi, konakgr ile spesifik etkilesim ve tlire bagli olarak

ortaya ¢ikacak etkilerin saptanmasi agisindan 6nem tasir (Dunne ve ark., 2001).

Giivenilir bir probiyotik se¢giminde FAO/WHO kriterlerine gére susun DNA-
DNA melezlenmesi ya da 16S rRNA dizi analiz tekniklerinden biri ile kesin olarak
tammlanmis olmas1 ve (Food and Agriculture Organization/World Health
Organization, 2002) eger sus, patojen tiirlere ait bir liye ise ayn1 zamanda detayli klinik
taninin yapilmasi gerekmektedir. Ozellikle dnemli bir giivenlik kriterleri olarak susun
aktarilabilen antibiyotik direng geni tasty1p tasimadigmin ve GIS’e zarar verebilecek
ozellikte yapisinin belirlenerek probiyotik olarak kullanilmamasi belirtilmektedir

(Uymaz, 2009).

Yapilan ¢aligmalarla probiyotik tiiketiminin viicut direncini arttirmak,
intestinal diizensizlikleri ortadan kaldirmak ve saglikli bir yasam siirmek amaciyla
gerekli oldugu ispatlanmistir. Diizenli probiyotik kullanimiyla laktoz intoleransinin
hafifledigi (Heyman ve Menard, 2002), seyahat (Sullivan ve Nord, 2005), antibiyotik
tedavisi sonrasi (Rastall ve ark., 2005) ya da radyasyon bagimli (Delia ve ark., 2002)
diyare oraninda, Crohn hastaliginda (Prantera, 2006), iilseratif kolitlerde (Fedorak,
2010), rahatsiz bagirsak sendromunda azalma sagladigi (Ewaschuk ve Dieleman,
2006), Helicobacter pylori enfeksiyonunda (Pacifico ve ark., 2014) iirettigi laktik asit
sayesinde bakteri kolonizasyonunun azalmasina yardimci olarak etki gosterdigi,
tirogenital sistem enfeksiyonlarinin, kolon kanseri riskinin azaltilmasinda etkili oldugu

belirlenmistir (Biler, 2009).

1.3.2. Probiyotik Olarak Kullamilan Mikroorganizmalar

Probiyotik olarak degerlendirilen mikroorganizmalar ¢ogunlukla laktik asit
bakterileridir (LAB). LAB; Gram pozitif, katalaz negatif, hareketsiz, sporsuz,

fermentasyon sonucunda son {iriin olarak laktik asit vb. organik asit olusturan bir grup

23



mikroorganizmadir. Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus gibi
yogurt yapiminda yararlanilan bakteriler disindaki tiim laktik asit bakterileri bagirsak
floras1 elemanidir (Giirsoy ve Kinik, 2005). Ayrica bazi bitkilerde, siit ve siit

tirtinlerinde ve fermente gidalarda da LAB iiyelerine rastlamak miimkiindiir (Sanders,
2003).

Cizelge 1.1. Probiyotik olarak kullanilan laktik asit bakterileri (Fijan, 2014; Salminen ve ark., 1999)

Enterococcus tiirleri Enterococcus durans, Enterococcus faecium
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus tiirleri Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus reuteri, Lactobacillus plantarum
Lactobacillus jonhsonii, Lactobacillus rhamnosus

Lactococcus tiirleri Lactococcus lactis subsp. lactis
Leuconostoc tiirleri Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides
Pediococcus tiirleri Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus

Streptococcus salivarius ssp. thermophilus

Streptococcus tiirleri . -
P uriert Streptococcus intermedius

LAB’larin sagliga potansiyel faydalarinin belirlenmesi sonucunda bazi suslar
probiyotik olarak kullanilmaya baslamistir. Bu suslarin 6nemli metabolik 6zellikleri,
gelisim kabiliyetleri, uygulanan islemlere kars1 direncliligi, olusturduklar: son iiriinler
vb. durumlarinin yaninda uzun yillardir giivenle kullaniliyor olmalari, genis alanda
endiistriyel uygulamaya olanak saglamistir (Drinan ve ark., 1976). Probiyotik olarak

kullanilan LAB tiirleri, Cizelge 1.1.’de gosterilmektedir.

LAB, fermentasyon sonucu olusan iriinlere gore homofermentatif ve

heterofermentatif olarak iki grupta siiflandirilir.

Homofermentatif LAB,; glikozu, fruktoz di fosfat yoluyla pargalayip

fermentasyon sonucunda % 95-100 oraninda laktik asit {ireten mikroorganizmalardir.

CeH1206 —» 2 (CH3-CHOH-COOH)
Laktik asit
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Heterofermentatif LAB; glikozu, hegzos mono fosfat yoluyla pargalayarak
fermentasyon sonucunda % 50 oraninda laktik asit iiretirken bunun yaninda etanol,

asetik asit, gliserol, mannitol ve fruktoz olusturan mikroorganizmalardir (Drinan ve

ark., 1976).

CeH1206 —»CH3-CHOH-COOH + CH3- CHOH + CO»
Laktik asit Asetik asit

LAB’in probiyotik olarak kullanilan en O6nemli cinsleri; Lactobacillus,

Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus, Leuconostoc’tur (Yiirtimez, 2011).

1.3.3. Pediococcus Cinsinin Temel Ozellikleri

Pediokoklar, Lactobacillaceae ailesine ait Gram pozitif, katalaz negatif, tetrat
morfolojide, fakiiltatif aerob ve karbonhidrat fermentasyonu sonucunda sadece laktik
asit lreten homofermantatif bir mikroorganizma grubudur. Optimum gelisme
sicaklikligi 35-37°C’dir. 50°C’de iireyebilen tiirleri de bulunmaktadir (Collins ve ark.,
1990). Pastorizasyon sonrasinda canliliklarini korurlar. Fermente gidalarda ve
iceceklerde (tursu, sarap, bira vb.), taze sebzelerde, mandira iiriinlerinde, insan ve
hayvan bagirsak florasinda dogal olarak bulunurlar. Gida iiretiminde sarap ya da bira
mayalanmasinda bozunma mikroorganizmalar1 olarak ya da et, sebze ve giinliik
fermentasyonlarda baslangi¢ mikroorganizmalar1 olarak kullanimlar1 gibi 6nemli
etkileri mevcuttur. Peynirin olusumunda ikinci flora olarak yer alir, aromanin yaninda
sekil ve renk degisimine de katki saglarlar (Bacus ve Brown, 1981 ve Bhowmilk ve
Marth, 1989).

Bilinen tiirleri; Pediococcus acidilactici (Ped. acidilactici), Pediococcus
pentosaceus (Ped. pentosaceus), Pediococcus damnosus’tur. Ped. acidilactici ve Ped.
pentosaceus’un DNA/DNA kokenleri birbirlerine ¢ok yakin olup karakteristik
farklarla birbirlerinden ayrilmaktadirlar. Genetik faktorlerin yaninda Ped. acidilactici
tiirleri 1s1ya karsi direng gosterebildiklerinden 50°C’de gelismektedirler ancak maltozu

fermente edemezler; Ped. pentosaceus tiirleri ise 50°C’de gelisme gostermezler fakat

25



maltozu fermente etme yetenegine sahiptirler. Pediokoklar morfolojileri, yalanci
katalaz iiretimi ve tuza tolerans 6zellikleriyle mikrokoklarla benzerlik gostermektedir.
Mikrokoklarin pigment iiretmesi ve aside duyarli olmasi, bu iki cins arasindaki ayrimi

giivenle saglamaktadir (Garvie, 1986 ve Kitahara, 1974).

Baz1 pediokoklarin, tirettikleri antimikrobiyal metabolitler araciligiyla, farklh
ve Ozellikle kendine yakin LAB’1n ve diger bazi patojen bakterilerin gelisimini inhibe
etme yeteneginde olduklar1 belirlenmistir. Laktik asit, hidrojen peroksit ve pediosin,
baz1 pediokoklar tarafindan liretilen en 6nemli antimikrobiyal metabolitler arasinda

yer almaktadir (Rattanachaikunsopon ve Phumkhachorn, 2010).

1.3.3.1. Laktik asit

Laktik asit, bakterilerin fermentasyon metabolizmalar1 sonucunda ortaya ¢ikan
bir iirlindiir. Son iirlin olarak laktik asitin olusmasi, ortamin pH’1nin diismesine sebep
olarak, bozulma etkeni ve patojen (Clostridium, Pseudomonas, Salmonella, Listeria
sp. vb.) bakterilerin gelisimini inhibe etmektedir. Laktik asit antimikrobiyal etkisini,
hiicre membranimnin devamliligini bozup, aktif tasimay1 engelleyerek ve intraseliiler
pH’1 diisiiriip, bircok metabolik fonksiyonu inaktive ederek gostermektedir. Laktik
asitin hidrofobik karakterlerde ¢6ziinmemis formlar1 bakteri icerisine niifuz ederek
hiicre icinde ¢oziiniir, boylece sitoplazmada meydana gelen pH diisiisii sebebiyle,
hiicre 6liimii gerceklesir (Ray ve Bhunia, 2013). Laktik asitin, Gram pozitif ve Gram
negatif bakteriler, maya ve kiiflerin birgogunu inhibe edecek genis bir etki spektrumu

bulunmaktadir (Caplice ve Fitzgerald, 1999).

1.3.3.2. Hidrojen Peroksit (H202)
Oksijen, laktat, piirivat, NADH varliginda sentezlen hidrojen peroksitin

membran lipidleri ve hiicresel proteinler tlizerine oksitleyici etkisi bulunmaktadir. Bu

gicli oksitleyici etkisiyle birgok mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal aktivite
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gostermektedir. (Holzapfel ve ark., 1995). Hidrojen peroksit, kolayca hiicre igerisine
nifuz ederek kalittm materyalini zedelemekte ve hiicre 6limiine sebep olmaktadir
(Lindgren ve Dobrogosz 1990). Hidrojen peroksitin; bakteriler, mayalar, kiifler,
viruslar ve bakteri sporlarini igeren genis bir etki spektrumuna sahip oldugu

belirlenmistir (Fraise ve ark., 2013; Rattanachaikunsopon ve Phumkhachorn, 2010).

1.3.3.3. Bakteriyosin - Pediosin

Bakteriyosinler, LAB’1 da igeren bir¢ok bakterinin ribozomunda sentezlenen,
polipeptit yapida, Ozellikle yakin tiirler tzerinde bakterisidal etkiye sahip
antimikrobiyal bilesiklerdir (Chen ve Hoover, 2003 ve Klaenhammer, 1993).
Guniamiizde bakterisit etkili peptit veya proteinler bakteriyosin  olarak
adlandirilmaktadir. Bakteriyosinler protein yapilar1 geregi proteazlara karsi hassastir.
Tripsin, a- Kimotripsin, pepsin ve proteinaz gibi proteazlarla hidroliz islemi
bakteriyosinlerin protein yapisinin tayini veya yeni bir bakteriyosinin
karakterizasyonu amactyla yararlanilan en yaygin uygulamadir. LAB bakteriyosinleri;
I, 11, 1, IV olmak tizere dort sinifa ayrilmaktadir. Bazi pediokoklar tarafindan tiretilen
ve pediosin olarak adlandirilan bakteriyosinler sinif Il bakteriyosinlerdendir. Siif II
bakteriyosinler, anti-listeral aktivitesiyle bilinen pediosin benzeri bakteriyosinleri
icermektedir. Pediosin lireten probiyotik suglarin kullanimi, gida korunmasi amaciyla
tercih edilmektedir. Fermente tirtinlerde Listeria monocytogenes (L. monocytogenes)
inhibisyonunun pediosin ile saglandigini belirten bir¢ok ¢aligma bulunmaktadir (Kaur

ve ark., 2014).

Probiyotikler {izerine yapilan c¢aligmalar daha c¢ok probiyotiklerin
mikroenkapsiilasyonu, farkli gidalar ile birlikte kullanimi (Anal ve Singh, 2007;
Champagne ve Fustier, 2007; Hsieh ve Ofori, 2007 ve Qi ve ark., 2006) ile fonksiyonel
gida olusturulmasi ve insan sagligi lizerine yararl etkilerini kapsamaktadir (Sullivan
ve Nord, 2005). Ancak genis bir yelpazede toplum iliskili ve hastane kaynakli
enfeksiyonlarin tedavisi ve 6nlenmesinde probiyotiklerin kullanimi son zamanlarda

onem kazanmaya basglamistir (Elmer ve ark., 1996; Vanderhoof ve ark., 1999 ve

27



Viswanathan ve ark., 2009). Asit salgilama yetenekleri, irettikleri bakteriyosinler ve
diger ikincil iriinleri ile patojenler tarafindan olusturulan enfeksiyonu nétralize
edebilecekleri gibi, konagin inflamatuvar ve immiin cevabini diizenleyebilecek yapida
mikroorganizmalar olmalari, viicudun diger bolgelerindeki klinik enfeksiyonlarin
tedavisinde de kullanilabilirliklerini disiindiirmektedir (Gan ve ark., 2002; Harder,
2002; Hessle ve ark., 2000 ve Reid, 2001).

Bu noktadan hareketle calismamizda, yenidogan gaitasindan potansiyel
probiyotik 6zellikte bir Ped. acidilactici susu izole etmek ve bu susun iirettigi organik
asitten yararlanarak, hastane enfeksiyonu etkenleri iginde 6nemli yere sahip, cesitli
antibiyotiklere direng gelistirebilen ve olusturdugu enfeksiyonlara bagli yiiksek
mortalite ve morbiditeye neden olan Kklinik P. aeruginosa izolatlarinin, CA sistemi ve
bu sistem tarafindan kontrol edildigi bilinen baz1 virulans faktérleri iizerine inhibitor

etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. GEREC

2.1.1. Bakteriyel Suslar

2.1.1.1. Pseudomonas aeruginosa izolatlari

Ankara Lokman Hekim Etlik Hastanesi Laboratuvari'ndan 2014-2015 yillar
arasinda, ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen ve P. aeruginosa olarak tanimlanan
toplam 141 sus ¢alismaya dahil edilmistir. Bu suslarin tanimlama kontrolii klasik
konvensiyonel yontemler (Gram boyama, Cetrimide agar’da iireme, 42°C’de gelisme,
mavi-yesil pigment iiretimi, kendine has koku, katalaz, oksidaz, IMVIC, nitrat ve
hemoliz testi) ile gergeklestirilmis ve ileriki ¢alismalarda kullanilmak tizere % 15

gliserol i¢erisinde stogu yapilarak -80°C’de muhafaza edilmistir.

2.1.1.2. Pediococcus acidilactici Suslar:

2015-2016 yillar1 arasinda Ankara Dr. Sami Ulus Kadin Dogum Cocuk Saglig
ve Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma Hastanesi Yenidogan Poliklinigi’nde normal
dogum yontemi ile dogan ya da rutin kontrole gelen, sadece anne siitii ile beslenen,
kendisi ve annesi bu periyotta hi¢ antibiyotik tedavisi almamis, 0-3 ay bebeklerden
aliman gaita orneklerinden izole edilen Ped. acidilactici suslar1 ¢alismaya dahil

edilmistir.
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2.1.2. Arastirmada Kullanilan Besiyeri, Ayira¢ ve EKipmanlar

2.1.2.1. Besiyeri ve Ayiraglar:

Cetrimide Agar (Oxoid)

Besiyeri igerigi (g/L)

Gelatin peptone 20 ¢
Magnesium Chloride 1449
Potassium Sulphate 109
Cetrimide 0,39
Agar 13,6 g
pH7,2+0,2

Besiyerinden 45,3 g tartilip 1000 mL distile suda ¢oziilmiis, tizerine 10 mL
gliserol ilave edilerek kaynatilmis ve homojenize edilmistir. pH’1 7,2’ ye ayarlandiktan
sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmis ve petri plaklarina esit hacimde

paylastirilmistir.

Columbia Agar (Oxoid)

Besiyeri icerigi (g/L)

Special peptone 23 ¢
Starch 19
Sodium chloride 50
Agar 109
pH7,3+02

Besiyerinden 39 g tartilip iizerine 1000 mL distile su ilave edilmis, besiyeri
tamamen ¢0ziilene kadar kaynatilmis ve pH 7,3’e ayarlanmustir. Otoklavda 121°C’de
15 dakika steril edilen besiyeri 50°C’ye soguduktan sonra, % 5 defibrine koyun kani

ilave edilip karigtirilmis ve petri plaklarina esit hacimde paylastirilmistir.
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De Man Rogosa Sharpe Agar (Merck)

Besiyeri igerigi (g/L)

Enzymatic Digest of Casein

Meat Extract

Yeast Extract

D (+) Glucose

Dipotassium Hydrogen Phosphate

Tween® 80

Di-Ammonium Hydrogen Citrate
Sodium Acetate

Magnesium Sulfate Heptahydrate
Manganese Sulfate Monohydrate
Agar

pH 5,5+ 0,2

0,04 g
14 ¢

Besiyerinden 68,2 g tartilip 1000 mL distile suda ¢6ziilmiis, kaynayan su

igerisinde 1sitilarak tamamen homojenize edilmistir. pH 5,7’ye ayarlandiktan sonra

otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir.

De Man Rogosa Sharpe Broth (Merck)

Besiyeri igerigi (g/L)

Peptone from casein

Meat Extract

Yeast Extract

D (+) Glucose

Dipotassium Hydrogen Phosphate

Tween® 80
Di-Ammonium Hydrogen Citrate
Sodium Acetate

Magnesium Sulfate Heptahydrate

109
89
49
209

lg
2¢g

02¢g
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Manganese Sulfate Monohydrate 0,04 ¢
pH 5,5+ 0,2

Besiyerinden 52,2 g tartilip 1000 mL distile su igerisinde ¢oztlmiistiir. pH
5,7’ye ayarlandiktan sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir.

Luria Bertani Agar (Sigma)

Besiyeri icerigi (g/L)

Tryptone 10 g
Yeast Extract 59
NaCl 59
Agar 159
pH 7,0+ 0,2

Besiyeri karigimindan 35 g tartilip 1000 mL distile su igerisinde 1sitilarak
homojenize edilmis ve pH’1 7,0’a ayarlanmistir. Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril
edilen besiyeri, 45-50°C’ye soguduktan sonra petri plaklarina esit miktarda

paylastirilmistir.

Luria Bertani Broth (Merck)

Besiyeri icerigi (g/L)

Tryptone 10 g
Yeast Extract 59
NaCl 10 g
pH 7,0+ 0,2

Besiyeri karisimindan 25 g tartilip 1000 mL distile suda ¢oziinmesi saglanmig

ve pH 7,0’a ayarlandiktan sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir.
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Nutrient Agar (Difco™)

Besiyeri igerigi (g/L)

Beef Extract 3090
Peptone 509
Agar 15,09
pH 6,8+ 0,2

Besiyeri karigtmindan 23 g tartilip 1000 mL distile su igerisinde 1sitilarak
homojenize edilmis ve pH’1 7,0’a ayarlanmistir. Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril
edilen besiyeri, 45-50°C’ye soguduktan sonra petri plaklarmma esit miktarda

paylastirilmistir.

Nutrient Broth (Difco™)

Besiyeri icerigi (g/L)

Beef Extract 3,09
Peptone 5040
pH 6,8+ 0,2

Besiyeri karisimindan 8 g tartilip 1000 mL distile suda ¢ézlinmesi saglanmig

ve pH’1 7,0’a ayarlandiktan sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir.

Tryptone Glucose Extract Agar (Difco™)

Besiyeri igerigi (g/L)

Peptone from casein 50
Meat Extract 39
D (+) Glucose 1g
Agar 14 ¢
pH 7,0+ 0,2
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Besiyerinden 24 g tartihp 1000 mL distile su igerisinde kaynatilarak
homojenize edilmis ve pH’1 7,0’a ayarlanmigtir. Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril
edilmis ve 45-50°C’ye soguduktan sonra petri plaklarma esit miktarda

paylastirilmistir.

Tryptone Glucose Extract Broth (Difco™)

Besiyeri icerigi (g/L)

Peptone from casein 109
Meat Extract 69
D (+) Glucose 29
pH 7,0+ 0,2

Besiyerinden 18 g tartilp 1000 mL distile su igerisinde kaynatilarak
homojenize edilmistir. pH’1 7,0’a ayarlanarak, otoklavda 121°C’de 15 dakika steril

edilmistir.

Yiizme (Swimming) Testi Besiyeri

Besiyeri icerigi (g/L)

Tryptone 10 g
NaCl 50
Agar 30
pH 7,2+0,2

Belirtilen tim malzemeler 1000 mL distile su igerisinde karistirilarak
homojenize edilmis ve pH’1 7,2’ye ayarlanmistir. Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril
edildikten sonra 45-50°C’ye soguyan besiyeri petri plaklarina esit hacimde

paylastirilmistir.
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Kayma (Swarming) Testi Besiyeri

Besiyeri igerigi (g/L)

Tryptone 109
Yeast Extract 59
NaCl 50
Agar 59
pH7,2+0,2

Besiyerinin hazirlanmasinda tiim malzemeler karistirilarak 1000 mL distile su
icerisinde ¢ozlilmistiir. pH’1 7,2’ ye ayarlanan besiyeri, otoklavda 121°C’de 15 dakika

steril edilmis ve 45-50°C’ye soguduktan sonra petri plaklarina dokiilmiistiir.

Titreme (Twitching) Testi Besiyeri

Besiyeri icerigi (g/L)

Tryptone 10 g
Yeast Extract 59
NaCl 50
Agar 109
pH7,2+0,2

Belirtilen tiim malzemeler karistirilarak 1000 mL distile suda ¢oziilmiis, pH’1
7,2’ye ayarlanmistir. Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilen besiyeri 45-50°C’ye

soguduktan sonra petri plaklarina esit hacimde paylastirilmistir.

Kisa Zincirli AHL Besiyeri
Besiyeri igerigi (g/L)

LB agar 359
Kanamisin 25 ug

35



Belirtilen tiim malzemeler karistirilarak 1000 mL distile suda ¢oziilmiis, pH’1
7,2’ye ayarlandiktan sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir. Besiyeri 45-

50°C’ye soguduktan sonra petri plaklarina dokiilmiistiir.

Uzun Zincirli AHL Besiyeri

Besiyeri igerigi (g/L)
LB agar 350
Gentamisin 15 ug

5-bromo-4-kloro-3-indolil-p-D-galaktopiranosid 20 ug

Belirtilen tiim malzemeler karistirilarak 1000 mL distile suda ¢6ziilmiis,
otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir. Besiyeri 45-50°C’ye soguduktan sonra

petri plaklarina esit hacimde paylastirilmistir.

Skim Milk LB Agar

Besiyeri icerigi (g/L)

Tryptone 10 ¢
Yeast Extract 59
NaCl 590
Agar 15¢
Skim milk 209

Besiyerinin hazirlanmasinda skim milk ayr1 bir erlende, diger malzemeler ayri
bir erlende ve esit hacimlerde olmak {izere toplam 1000 mL distile suda ¢ozlilmiistiir.
Skim milk ve diger malzemeler otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir.
Hazirlanan iki ayr1 erlen, 45-50°C’ye soguduktan sonra karistirilip petri plaklarina egit

hacimde paylastirilmistir.
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M9- Glutamat Minimal Medium Agar

Besiyeri igerigi (g/L)
48 mM Na;HPO4

22 mM KH2POg4

8,5 mM NacCl

18,7 mM NH4CI

2 mM MgS04.7H20
0,1 mM CaCl,.2H,0
Agar

%0,02 CTAB

%0,2 Glikoz
%0,0005 Metilen Mavisi
%0,05 Glutamat

159

Belirtilen tim malzemeler 1000 mL distile su igerisinde karistirilarak

homojenize edilmis ve pH 7,0’a ayarlanmistir. Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril

edilen besiyeri, 45-50°C’ye soguduktan sonra petri plaklarina paylastirilmistir.

Elastin Congo Red (ECR) Tamponu

Tampon igerigi (g/L)
100 mM Tris,

1 mM CaClz, pH 7,5
Elastin Kongo Red

Fosfat Tamponu

Tampon igerigi (g/L)
NaCl

KCI

NazHPO4

KH2PO4

10 mg

0,29
1,44 g
0,249
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Belirtilen tiim maddeler 800 mL distile su igerisinde ¢oziilmiistiir. pH HCI
yardimiyla 7,4’e ayarlanmig ve hacim 1 litreye tamamlanmstir. Otoklavda 121°C’de
15 dakika steril edilmistir.

Amikasin: BD BLL™ antibiyotik diski, 30 pg, katalog no: 231597.

Ampisilin: BD BLL™ antibiyotik diski, 10 pg, katalog no: 231264; Sigma Aldrich,
katalog no: A9393.

API 50 CH kit: Biomérieux.

Aztreonam: BD BLL™ antibiyotik diski, 30 pg, katalog no: 231640.
Bile Salts: Sigma Aldrich, katalog no: 48305.

Elastin Congo Red: Sigma Aldrich, katalog no: E0502.

Eritromisin: BD BLL™ antibiyotik diski, 15 pg, katalog no: 230793; Sigma Aldrich,
katalog no: E6376.

Gentamisin: BD BLL™ antibiyotik diski, 10 pg, katalog no: 231227; Sigma Aldrich,
katalog no: G1264.

Hidrojen Peroksit, % 3: Sigma Aldrich, katalog no: 88592.
Imipenem: BD BLL™ antibiyotik diski, 10 ng, katalog no: 231645.

Kanamisin: BD BLL™ antibiyotik diski, 30 ng, katalog no: 230829; Sigma Aldrich,
katalog no: 1355006.

Katalaz: Sigma Aldrich, katalog no: C9322.

Klindamisin: BD BLL ™ antibiyotik diski, 2 pg, katalog no: 231275; Sigma Aldrich,
katalog no: 1138008.

Kloramfenikol: BD BLL™ antibiyotik diski, 30 pg, katalog no: 230733; Sigma
Aldrich, katalog no: C1200000.

Laktik Asit: Sigma Aldrich, katalog no: 1356734 USP.
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Meropenem: BD BLL™ antibiyotik diski, 10 pg, katalog no: 231703.

Pankreatin: Sigma Aldrich, katalog no: P7545.

Pepsin: Sigma Aldrich, katalog no: 1510051.

Piperasilin/tazobaktam: BD BLL™ antibiyotik diski, 30/6 pg, katalog no: 231691.
Proteinaz K: Sigma Aldrich, katalog no: P6556.

Sefepim: BD BLL™ antibiyotik diski, 30 pg, katalog no: 231696.

Seftazidim: BD BLL™ antibiyotik diski, 30 ug, katalog no: 231632.
Siprofloksasin: BD BLL™ antibiyotik diski, 5 ng, katalog no: 231657.

Streptomisin: BD BLL™ antibiyotik diski, 10 pg, katalog no: 230942; Sigma
Aldrich, katalog no: S1400000.

Tetrasiklin: BD BLL™ antibiyotik diski, 30 ug, katalog no: 230998; Sigma Aldrich,
katalog no: T4062.

Vankomisin: BD BLL™ antibiyotik diski, 30 pg, katalog no: 231034.

2.1.2.2. Ekipmanlar:

Agilent 1100 YBSK Sistemi: Laktik asitin ayrimini gergeklestirerek analizin
yapilmasinda kullanilmistir.

BiIOSAN Den-1 Mc Farland Okuyucu: Bakteri siispansiyonunun dansitesini
ayarlamak amaciyla yararlanilmistir.

Esco Marka -80°C Derin Dondurucu: Bakteri suslarinin stok halinde muhafaza
edilmesinde kullanilmistir.

FINEPCR Fine Vorteks: Homojen karismis siispansiyon elde etmek amaciyla
kullanilmastir.

39



Heraus Inkiibator: Bakteri suslarmin iiretiminin gerceklestirilmesinde kullanilmistir.

Hettich Universal 320 Santrifiij: Bakteri kiiltiir supernatant1 elde etmek amaciyla
kullanilmustir.

Hirayama Otoklav: Calisilan malzemelerin sterilizasyonu amaciyla kullanilmastir.

Leica ICC50W Mikroskop: Bakteri suslarmin goriintiilenmesi ve incelenmesinde
yararlanilmistir.

Molecular Devices Spectra Max 190 Mikroplak Okuyucu: P. aeruginosa suslarinin
bazi virulans faktorlerinin tayininde kullanilmistir.

Sartorius Hassas Terazi: Tiim hassas tartim islemlerinde kullanilmstir.

Sigma 1-15PK Mikrosantrifiij: Bakteri kiiltiir supernatant1 elde etmek amaciyla
kullanilmuastir.

STIK® Incubator Shaker Series PSE-T150 Calkalamal inkiibator: Bakteri
suslarinin tiretiminde yararlanilmistir.

Thermo Orion 3 Star pH Metre: Ped. acidilactici’nin potansiyel probiyotik testleri
icin gerekli ortamlarin pH araliklarinin ayarlanmasinda kullanilmustir.

2.2. YONTEM

2.2.1. Yenidoganlardan Gaita Orneklerinin Toplanmasi
Yenidogan kaynakli gaita ornekleri aseptik kosullara dikkat edilerek alinmig

ve ayn1 giin igerisinde uygun kosullarda laboratuvara getirilerek pediokok izolasyonu

i¢cin kullanilmistir.
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2.2.2. Yenidogan Gaita Orneklerinden Pediokoklarin izolasyonu ve
Tanimlanmasi

Laboratuvar ortaminda numuneler steril kaplarda net agirliklart 1 g olacak
sekilde tartilarak tizerlerine 9 mL steril fizyolojik su (SF; % 0,9 NaCl) ilave edilmistir.
SF icerisinde homojenize edilen 6rneklerin 10 oraninda diliisyonlar1 hazirlanmis ve
bu diliisyonlardan 100 pL alinarak de Man Rogosa Sharpe (MRS) agar besiyerine
yayma yontemiyle ekilmistir. Ekim yapilan petriler 37°C’de 48 saat inkiibe edilmis ve
bu siire sonunda farkli morfoloji gdsteren koloniler segilip, steril 6ze yardimui ile yeni
bir MRS agar besiyerine ekilerek 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon sonunda izolatlarin tanimlanma ve ileriki ¢alismalarda kullanilmak iizere

morfolojik ve fizyolojik 6zellikleri incelenmistir.

2.2.2.1. Gram Boyama

MRS agarda 37°C’de 18-24 saat gelistirilen farkli suslara ait kolonilerden
temiz bir lam {izerine alinip, steril SF ile preparat hazirlanmistir. Kurutulup tespit
edilen preparatlar Gram boyama yontemi ile boyanarak 1000X biyiitmeli 151k
mikroskobunda incelenmistir. Mor renk olusumu var ise kiiltiirler Gram-pozitif,

pembemsi kirmizi renk olusumunda ise Gram-negatif olarak degerlendirilmistir
(Bilgehan, 2002).

2.2.2.2. Katalaz Testi

Katalaz testi i¢in, MRS agar ortaminda 37°C’de 18-24 saat gelistirilen koloniler
temiz bir lama alinmig ve iizerilerine % 3’lik H202 damlatilmistir. Yiizeyde hava
kabarciginin olusup olusmadigi izlenmistir. Gaz ¢ikis1 gbzlenen suslar katalaz-pozitif,
gozlenmeyenler Katalaz-negatif olarak degerlenmistir. Calismada kontrol olarak
katalaz pozitif Bacillus subtilis ATCC 6633 susu kullanilmistir (Harrigan ve McCance
1976).
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2.2.2.3. Pediokoklarin Karakterizasyonu

Suglarin tiir ve cins bazinda karakterizasyonu igin Analytical Profile Index
(API) 50 CH kit ve APl 50 CHL medium kullanilmistir. API 50 CH tanimlama Kkiti;
biri kontrol tiipii olmak {izere, farkli biyokimyasal test substratlarini iceren toplam 50

adet mikrotiip icermektedir.

Oncelikle 2 mL’lik steril SF icerisinde tanimlamas1 yapilacak olan bakterinin
yogun bir siispansiyonu hazirlanmistir. Bu yogun bakteri siispansiyonundan pastor
pipeti yardimiyla alinarak 5 mL’lik bir diger steril SF tiipii Mc Farland 2 bulanikligina
ayarlanmistir. Bu bulaniklik elde edilirken yogun siispansiyondan alinan bakteri
hacminin iki kat1 API 50 CHL medium’a ilave edilmistir. Bakteri inokiile edilen API
50 CHL medium, API 50 CH kitine uygulanmis ve kit kuyucuklar1 mineral yag ile
kapatilarak 36°C + 2°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Reaksiyonlarin sonuglari
inkiibasyon sonrasinda API tanimlama tablosu ile Kkarsilastirilarak bakterilerin

tanimlanmasi gerceklestirilmistir (API®, 2007).

2.2.4. lizole Edilen Pediokok Suslarmm Baz Probiyotik Ozelliklerinin
Belirlenmesi

Calisma kapsaminda APl 50 CH Kkiti ile Ped. acidilactici oldugu belirlenen
suslarin potansiyel probiyotik O6zellikleri arastirtlmistir. Gergeklestirilen in vitro
deneyler ile suslarin antibiyotik duyarlilik seviyeleri, pH, pepsin, pankreatin, safra

tuzlarma direng 6zellikleri ve hemolitik aktiviteleri belirlenmistir.

2.2.4.1. Suslarm Antibiyotik Duyarhhiklarmin Belirlenmesi
Suglarin, Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (European Food Safety

Authority/EFSA, 2012) tarafindan belirlenen 9 farkli antibiyotige (kanamisin,

ampisilin,  vankomisin, streptomisin, gentamisin, eritromisin, tetrasiklin,
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kloramfenikol ve klindamisin) kars1 duyarliliklar1 6ncelikle disk difiizyon yontemi ile
tespit edilmis ve daha sonra sivi diliisyon yontemi ile minimal inhibisyon

konsantrasyonu (MIK) belirlenmistir.

Suslarin disk diflizyon yontemi ile duyarliliklarinin belirlenmesinde Bauer ve
ark. (1966) uyguladig1 metot modifiye edilerek kullanilmistir (Ocana ve ark., 2006 ve
Turhan Eryilmaz, 2011). MRS siv1 besiyerinde hiicre yogunlugu Mc Farland 0,5’¢
ayarlanan suslar, MRS agar ylizeyine ekiivyon yardimiyla yayilmistir. Daha sonra bu
petriye farkli antibiyotik diskleri yerlestirilerek 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda antibiyotik diskleri etrafinda olusan inhibisyon

zonlarinin ¢apt mm cinsinden dijital kumpasla 6l¢tilmiistiir.

Sivi diliisyon metodunda (Duskova ve Karpiskova, 2013), antibiyotiklerin
farkli konsantrasyonlart MRS siv1 besiyeri iceren tiiplerde hazirlanmis ve bu tiiplere
hiicre yogunlugu Mc Farland 0,5’e ayarlanan bakteri kiiltiirlerinden esit hacimde
inokiile edilmistir. 37°C’de 18-24 saat inkiibasyon sonucunda bakterilerin tiremesini

inhibe eden en diisiik antibiyotik konsantrasyonu MIK olarak belirlenmistir.

2.2.4.2. Suslarn Diisiik pH Degerlerine Kars1 Diren¢ Ozelliklerinin Belirlenmesi

Probiyotik 6zellikte bir susun sindirim siteminden gecerken midenin degisen
pH degerlerine dayanikli olmasi beklenmektedir (Food and Agriculture
Organization/World Health Organization, 2002). Buna dayanarak suslarin
bagirsaklara ulasabilme yetenegini saptamak amaciyla, oncelikle midenin degisen
igerigine benzer bir pH (1,0-3,0) ortam1 olusturularak, suslarin mide asidine karsi

dayaniklilig1 3 saat siire ile belirlenmistir.

Aktif kiltiirlerden MRS besiyerine % 1 oraninda ekim yapilarak 37°C’de 18
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda tiiplerden 1 mL aktif kiiltiir

alinmig, 12000 rpm’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edilerek iist faz uzaklastirilmigtir.
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Supernatantin uzaklastirilmasiyla tiiptin dibinde kalan pellet, pH 7,4 fosfat tamponu
(PBS) ile 2 kez yikanmistir. Daha sonra pH’1, 5 M hidroklorik asit (HCI) ile 1,0, 2,0
ve 3,0’e ayarlanan PBS tamponlarin her birinden, pelletlerin {izerine 1’er mL olacak
sekilde ilave edilerek vortekslenmis, 37°C’de 3 saat inkiibasyona birakilmistir. Kontrol
olarak pH 7,4 PBS tamponu kullanilmistir. Inkiibasyonun 0., 1., 2. ve 3. saatlerinde
tiiplerden 6rnek alinarak MRS agara ekimler 2 paralel olacak sekilde yapilmistir. Petri
plaklarinin 37°C’de 48 saat inkiibasyonu sonucunda kontrol ve test gruplarindaki
koloniler sayilip, log koloni olusturan birim/mL (kob/mL) olarak degerleri
hesaplanmistir (Maragkoudakis ve ark., 2006).

2.2.4.3. Suslarin Pepsine Karsi Diren¢ Ozelliklerinin Belirlenmesi

Suslarin pepsine karst direncinin belirlenmesi amaciyla 3 mg/mL pepsin
iceren, pH 2,0 ve 3,0 PBS tamponlar1 kullanimistir. Aktif bakteri kiiltiiriinden 1 mL
alinarak 12000 rpm’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edilerek supernatant kisim
uzaklastirilmig, ardindan pellet pH 7,4 PBS ile iki kez yikanmigtir. Pepsin i¢eren pH
2,0 ve 3,0 PBS tamponlari ile pelletin ¢oziilmesi saglanip 37°C’de 3 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun 0., 1., 2. ve 3. saatlerinin sonunda tiiplerden rnek aliarak
MRS agara yayma ekim 2 paralel olacak sekilde yapilmis ve petri plaklar1 37°C’de 48
saat inkiibe edilmistir. pH 7,4 olan PBS kontrol olarak kullanilmistir. Kontrol ve test
gruplarinda inkiibasyon siiresi sonunda olusan koloniler sayilip, log kob/mL olarak

hesaplanmistir (Maragkoudakis ve ark., 2006).

2.2.4.4. Suslarin Pankreatine Kars1 Diren¢ Ozelliklerinin Belirlenmesi

Suslarin pankreatine karsi direncinin incelenmesi amaciyla 1 mg/mL
pankreatin iceren ve pH degeri 8,0’a ayarlanmis PBS kullanilmistir. Taze bakteri
kiiltiriinden 1 mL alinarak 12000 rpm’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edilerek elde edilen
pellet, pH 7,4 PBS ile iki kez yikanmistir. Daha sonra pankreatin i¢ceren pH 8,0 PBS
tamponunda pellet ¢oziilerek 37°C’de 4 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun 0. ve 4.
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saatlerinin sonunda tiiplerden 6rnek alinarak MRS agara yayma ekim 2 paralel olarak
gergeklestirilmis ve petri plaklart 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Kontrol olarak pH
7,4 PBS kullanilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kontrol ve test gruplarinda olusan

koloniler sayilip, log kob/mL olarak hesaplanmistir (Maragkoudakis ve ark., 2006).

2.2.4.5. Suslarin Safra Tuzuna Karsi Direnc¢ Ozelliginin Belirlenmesi

Suslarin safra tuzuna kars1 direncinin belirlenmesi amaciyla % 0,3, % 0,5, % 1
oraninda safra tuzu igeren MRS siv1 besiyeri ve kontrol olarak safra tuzu igermeyen
MRS siv1 besiyeri kullanilmigtir. Bakterilerin taze kiiltiirlerinden 1 mL alinarak 12000
rpm’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edilmis ve elde edilen pellet pH 7,4 PBS ile iki kez
yikanmugtir. Farkli oranlarda safra tuzu (% 0,3, % 0,5 ve % 1) igceren MRS sivi
besiyerlerinde pellet ¢oziilerek 37°C’de 4 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun 0. ve
4. saatlerinin sonunda besiyerlerinden ornekler alinarak MRS agara yayma ekim 2
paralel olarak yapilmig ve petri plaklari 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda kontrol ve test gruplarindaki koloniler sayilip, log kob/mL

olarak degerler hesaplanmistir (Maragkoudakis ve ark., 2006).

2.2.4.6. Suslarin Hemolitik Aktivitelerinin Belirlenmesi

Hemolitik aktiviteleri belirlenmek istenen suslar 37°C’de 18 saat
gelistirildikten sonra % 5 koyun kani igeren Columbia agara ¢izgi ekim yapilmistir.
37°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra kolonilerin etrafinda berrak zon olusturanlar
beta (B) hemolitik, parlak yesil zon olusturanlar alfa (a) hemolitik ve zon
olusturmayanlar ise gama (y) hemolitik olarak degerlendirilmistir (Maragkoudakis ve
ark., 2006).
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2.2.4.7. Suslarin Metabolit Uretiminin Arastirilmasi ve Antimikrobiyal
Aktivitesinin Belirlenmesi

Calismamizda Ped. acidilactici suslarinin metabolitleri olarak bilinen hidrojen
peroksit, bakteriyosin ve laktik asit tiretimi (Biler ve ark., 2009) ve bu metabolitlerin
alt1 farkli indikatér mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal aktivitesi “spot on lawn

metodu” (Lima ve ark., 2007) ile belirlenmistir.

Ped. acidilactici suslarmin bu metabolitlerden hangisini {irettigini ve
antimikrobiyal aktivitenin esas kaynagini belirlemek amaciyla farkli testler
uygulanmugtir. Ped. acidilactici suslariin, MRS sivi besiyerine pasaji yapilip 37°C’de
18 saat inkiibasyona birakilmistir. Gelisen taze kiiltiir, 12000 rpm’de 4°C’de 15 dakika
santrifiij edilerek hiicre bagimsiz supernatant (CFS) elde edilmis, bu CFS 0,22 pm
¢apli membran filtreden siiziilerek steril edilmistir. Ped. acidilactici suslarinin laktik
asit Uretiminin arastirilmasi amaciyla; steril CFS igeren tiipiin igerisine katalaz (1
mg/mL, Ammor ve ark., 2005) ve proteinaz K (1 mg/mL, Franz ve ark., 1997),
hidrojen peroksit iiretiminin arastirilmasi amactyla; steril CFS igerisine proteinaz K (1
mg/mL) ve noétral pH’a kadar IN NaOH, bakteriyosin iiretiminin belirlenmesi
amaciyla; steril CFS i¢ine katalaz (1mg/mL) ve nétral pH elde edilene kadar 1IN NaOH
ilave edilmis ve tiipler 37°C’de 2 saat inkiibasyona brrakilmustir. Inkiibasyon siiresi
sonunda enzim aktivitelerini sonlandirmak igin tiipler 100°C’de 5 dakika kaynatilmais,
steril CFS kontrol olarak kullanilmigtir (Sahnouni ve ark., 2015; Savagado ve ark.,
2004 ve Tuncer ve ark., 2008).

Ped. acidilactici suslarinin hidrojen peroksit, bakteriyosin ve laktik asit
kaynakli antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesinde Escherichia coli (E. coli)
American Type Culture Collection (ATCC) 25922, P. aeruginosa ATCC PAO-1, P.
aeruginosa ATCC 27853, P. aeruginosa ATCC 9027, Enterococcus faecalis
(E.faecalis) ATCC 29212, S. aureus ATCC 25923 indikator mikroorganizmalar olarak

kullanilmistir.
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Indikatér mikroorganizmalar, Tripton Glikoz Ekstrakt (TGE) s1v1 besiyerinde
37°C’de 18 saat inkiibe edilmistir. Suglarin metabolit iiretiminin arastirilmasi igin
oncelikle TGE agar (TGE sivi besiyeri + % 1,5 agar) petri plaklarina dokiiliip,
katilastirilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda iireyen indikator suslardan 5 pL alinarak
5 mL yari-kat1 (TGE siv1 besiyeri + % 0,75 agar) besiyerine inokiile edilmistir. Daha
sonra indikator susun bulundugu yari-kati besiyeri, petri plaklarina 6nceden dokiiliip
katilagtirllan TGE agarin iizerine yayilmistir. Metabolit 6rnegi 5 uL olacak sekilde
katilagan yari-katt TGE besiyeri {izerine spot on lawn metodunda belirtildigi tizere
direkt olarak damlatilmistir. Petriler 37°C’de 18 saat inkiibe edilmis ve inkiibasyon
stiresi sonunda petri plaklarinda saptanan inhibisyon zonu antimikrobiyal aktivite

olarak degerlendirilmistir (Lima ve ark., 2007).

2.2.5. Pediococcus acidilactici Suslar1 Tarafindan Uretilen Laktik Asitin Miktar
Tayini I¢in Yiiksek Basarimh Sivi Kromatografi Metodunun Optimizasyonu

Tez kapsaminda Yiiksek Basarimli Sivi Kromatografisi (YBSK) yontemiyle
gergeklestirilecek olan laktik asit analizi i¢in en uygun kromatografik kosullar
belirlenmistir. Oncelikle sabit faz dzellikleri; fonksiyonel grup, tanecik capy, silika tiirii
acisindan degerlendirilmistir. Daha sonra hareketli faz organik diizenleyicisinin
secimi, hareketli faz organik ¢6ziicii tiirliniin ve oraninin etkisi, akis hiz1 ve sicaklik
etkileri incelenmistir. Bu incelemeler sonucunda Sistem Uygunluk Testi (SUT)

parametreleri g6z Oniine alinarak kromatografik analizler gerceklestirilmistir.

Analizde sabit faz olarak laktik asitin analizi i¢in 6zellikle gelistirilmis olan
Rezex ROA Organik asit H+ (300 x 7,8 mm) kolonu, kolon émriinii uzatmak ve
safsizliklarin analiz {izerine etkisini azaltmak i¢in koruyucu kolon olarak Security
guard cartridges Carbo-H (4x3,0 mm) kullanilmigtir. Kolon sicakligi 25-45-60°C’ye
ayarlanarak analiz sonuglarma sicakligin etkisi olup olmadigi incelenmistir. Bu
sonuglar 1s1ginda kolon firin sicakligi 45°C’de sabit tutulmustur. Analiz kapsaminda
su ile farkli asitlerin karigimlari kullanilarak hareketli faz denemeleri yapilmis ve etkin

bir ayirma sagladigi i¢in HoSO4 igeren ¢ozelti secilmistir. 0,005 N H2SO4 kullanilarak
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hazirlanan hareketli fazin optimum sonuglar verdigi goriilmistiir. 210 nm’de
goriintiileme yapilan sistemde akis hizi denemeleri de gergeklestirilmis (0,5-1,25
mL/dk) ve en 1yi sonuglarin elde edildigi 0,75 mL/dk ¢alismalarin tim basamaklari

i¢in kullanilmustir.

2.2.6. Pseudomonas aeruginosa Klinik Izolatlarimn Acil Homoserin Lakton
Uretiminin Belirlenmesi ve Laktik Asitin Sinyal Molekiilii Uretimine Etkisi

P. aeruginosa izolatlarmin CA sistemi sinyal molekiillerinin tiretimi,
Chromobacterium violaceum CV026 (C. violaceum) ve Rhizobacterium radiobacter
BAA 2240 (R. radiobacter, eski adi Agrobacterium tumefaciens NT1) biyosensor
suglari ile belirlenmistir. C. violaceum (vahsi tip), kisa zincirli AHL ve mor renkli
viyolasein pigmenti tiretebilen bir sus iken; mutant1 C. violaceum CV026, AHL ve
pigment iiretmeyen ancak sahip oldugu mini Tn5 transpozonu sayesinde ortamda
bulunan kisa zincirli (zincir uzunlugu C4-C8 arasinda olan AHL molekiilleri) AHL
molekiillerini taniyarak viyolasein pigmenti iiretebilen bir biyosensor sustur (McClean
ve ark., 1997). R. radiobacter BAA 2240 ise bitki timoriinden elde edilen,
fonksiyonel bir Ti plazmidi igeren, mutant biyosensor sustur (Fuqua ve Winans, 1994).
Ti plazmidi bir AHL reseptor proteinidir ve zincir uzunlugu C6-C12 arasinda olan

homoserin laktonlara duyarlidir (Shaw ve ark., 1997).

Kisa zincirli AHL molekiilii arastirilacak olan P. aeruginosa izolatlar
C.violaceum CV026 susu ile aralarinda 1 cm aralik olacak sekilde kanamisin
(25ug/mL) igeren Luria Bertani (LB) agara ekilmis ve 30°C’de 24 saat inkiibasyon
sonucunda olusan mor renk kisa zincirli AHL pozitifligini géstermistir. Uzun zincirli
AHL iiretimi arastirilacak olan P. aeruginosa izolatlari, R. radiobacter BAA 2240 susu
ile 5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktopiranosid (X-Gal, 20 pg/mL) ve gentamisin
(15 pg/mL) igeren LB agara aralarinda 1 cm aralik olacak sekilde ekilmistir. 30°C’de
24 saat inkiibasyon sonucunda olusan mavi renk uzun zincirli AHL pozitifligini

gostermis, AHL negatif izolatlarda herhangi bir renklenme gézlenmemistir.
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Laktik asitin izolatlarin AHL {iretimine etkisini belirlemek amaciyla, her izolat
icin belirlenen sub-inhibitdr konsantrasyonda (subMIK) laktik asit iceren LB tiiplerine
0,5 Mc Farland yogunlugunda P. aeruginosa izolatlarinin taze kiiltiiriinden inokiile
edilmistir. 2 kez 10 saniye vortekslenen tliplerden bir 6ze dolusu alinarak biyosensor
suslarla aralarinda 1 cm olacak sekilde, biyosensor suslar i¢cin 6zel olarak hazirlanan
ayr1 LB agarlara ekilmistir. Petrilerin 30°C’de 24 saat inkiibasyonu sonucunda
biyosensor suslarda meydana gelen renk degisimi pozitif ve negatif sonu¢ olarak

degerlendirilmistir (Alpak, 2011).

2.2.7. Pseudomonas aeruginosa Izolatlarimin CA Sistemi Tarafindan Kontrol
Edilen Bazi Virulans Faktorleri Uzerine Laktik Asitin Etkisinin Arastirilmasi

2.2.7.1. Yiizme (Swimming) Testi

Yiizme testi i¢in Ozel olarak hazirlanan besiyerine, Ped. acidilactici M7
susunun iirettigi laktik asit, her izolat icin belirlenen subMIK oraninda eklenmis ve
P.aeruginosa izolatlarinin taze kiiltiiriinden, bu sekilde hazirlanan besiyerinin ortasina
nokta ekim yapilmistir (Deziel ve ark., 2001). Bakteriler 37°C’de 24-48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda ekimin yapildigi noktadan
etrafa dogru yayilarak tireme goriilmesi yiizme pozitif olarak degerlendirilmistir. P.
aeruginosa PAO-1 susu kontrol olarak kullanilmistir ve test sonuglari, izolatlarin

laktik asit icermeyen besiyerinde verdigi sonuglarla kiyaslanmustir.

2.2.7.2. Kayma (Swarming) Testi

Kayma testi i¢in, 45-50°C’ye sogutulmus besiyerlerine Ped. acidilactici M7
susunun irettigi laktik asit, her bir izolat i¢in belirlenen subMIK oraninda ilave
edilerek ayr1 petri plaklar1 olusturulmustur. P. aeruginosa izolatlarinin taze
kiiltiriinden bu besiyerlerinin ortasina nokta ekim yapilarak 37°C’de 24-48 saat

inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda kayma hareketi, ekimin yapildig
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bolgeden c¢evreye dogru dendiritik yayilim gosteren iiremenin goriilmesi ile
belirlenmistir (Deziel ve ark., 2001). Kayma hareketi pozitif P. aeruginosa PAO-1
susu kontrol olarak kullanilmis ve sonuglar izolatlarin laktik asit igermeyen

besiyerinde verdigi sonuglarla kiyaslanmistir.

2.2.7.3. Titreme (Twitching) Testi

Titreme testi i¢in, Ped. acidilactici M7 tarafindan {iretilen laktik asitin
subMIK’ini iceren bu teste ozel besiyerine, P. aeruginosa izolatlarmin taze
kiiltiiriinden batirma yontemi ile ekim yapilmistir. Petri plaklari 37°C’de 24-48 saat
inkiibasyona birakilmis, inkiibasyon siiresi sonunda besiyerinin temas ettigi petri
plagmin polistiren yiizeyinde sisli zon/bulanik alan goriilmesi pozitif sonug¢ olarak
degerlendirilmistir. Petri plagi ters cevirilerek besiyeri, kenarindan igne 0&ze
yardimiyla kaldirillarak uzaklastirilmigtir. Steril distile su ile petri kutusunun
yiizeyindeki yapismayan hiicreler yikanmis ve sonrasinda petri plaginin zemini %1°lik
kristal viyole ile 15-20 dakika boyunca boyanmistir. Yiizeye yapisan izolatlarin
boyanmasi incelenmistir (Glessner ve ark., 1999). P. aeruginosa PAO-1 susu kontrol
olarak kullanilmis ve sonuglar izolatlarin laktik asit icermeyen besiyerinde verdigi
sonuglarla kiyaslanmistir. Titreme testi pozitif suslarin, indirekt yoldan tip 1V pilusa

sahip oldugu sonucuna varilmstir.

2.2.7.4. Pseudomonas aeruginosa Izolatlarimin Proteaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Bu amagla, P. aeruginosa izolatlarnin LB agarda 37°C’de bir gece
inkiibasyonu sonucu elde edilen taze kiiltiirtinden, Ped. acidilactici M7 susu tarafindan
iiretilen laktik asitin, izolatlar i¢in belirlenen subMIK ini igeren % 2 skim milk LB
agar petrilerinin ortasina igne 6ze ile tek bir koloni ilave edilmis ve petriler 37°C’de

18-24 saat inkiibasyona birakilmistir.
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Proteolitik aktivite, bakteri kolonilerinin etrafindaki berrak zon olusumu ile
belirlenmis ve proteoliz oranit hesaplanmistir. Proteoliz orani (Rp); kolonilerin
etrafinda olusan berrak zon ¢apinin (Dzc), bakteri koloni ¢apina (Dc) boliinmesi ile
elde edilmistir. Test sirasinda P. aeruginosa PAO-1 kontrol olarak kullanilmis ve
sonuglar laktik asit eklenmemis % 2 skim milk LB agarda gelisen izolatlarla

karsilagtirilarak degerlendirilmistir (Dong ve Zhang, 2005).

2.2.7.5. Pseudomonas aeruginosa izolatlarimn Elastaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Izolatlarin elastaz aktivitesi Ohman ve ark. (1980)’nin 6nerdigi metodun
modifiye edilmesi ile belirlenmistir. SubMIK de laktik asit igeren 10 mL LB sivi
besiyerine, P. aeruginosa izolatlarinin 0,5 Mc Farland’a ayarlanmis taze kiiltiiriinden
1:100 oraninda inokiile edilerek 37°C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir.
P.aeruginosa izolatlarinin steril CFS’si, 9000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip, 0,22
um membran filtreden siiziilmesiyle elde edilmistir. Daha sonra 900 uL ECR
tamponunun i¢ine 100 uL. CFS ilave edilerek, 200 rpm’de 37°C’de 3 saat inkiibasyona
birakilmistir.  Inkiibasyon sonucunda ¢oziilmemis ECR, 1500 rpm’de 4°C’de 10
dakika santrifiijlenerek uzaklastirilmis ve supernatant kissm OD 495 nm’de
okunmustur. P.aeruginosa PAO-1 susu kontrol olarak kullanilmis ve Sonuglar
izolatlarin laktik asit icermeyen besiyerinde verdigi sonuglarla kiyaslanarak

yorumlanmustir.

Sekil 2.1. a) Elastin kongo kirmizisi tartimi, b) elastin kongo kirmizisi testi mikroplak sonucu
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2.2.7.6. Pseudomonas aeruginosa lizolatlarimn Piyosiyanin Olusumunun
Belirlenmesi

Ped. acidilactici M7 tarafindan dretilen laktik asitin, P. aeruginosa
izolatlarmin piyosiyanin olusumu iizerine inhibitor etkisini belirlemek amaciyla
subMIK degerinde laktik asit iceren 10 mL LB siv1 besiyeri tiiplerine 0,5 Mc Farland
yogunlugunda P. aeruginosa izolatlarinin taze kiiltiirinden 1:100 oraninda inokiile
edilmis, 37°C’de 100 rpm’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda izolatlarinin steril CFS’si, 9000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip, 0,22 pm
membran filtreden siiziilmesiyle elde edilmistir. 5 mL CFS, 3 mL kloroform ile
karistirilmais, 2 kez 10 saniye vortekslenmistir. Kloroform tabakasi temiz bir tiipe alinip
tizerine 1 mL 0,2 M HCI ilave edilip, 2 kez 10 saniye vortekslenmistir. Tiiplerin st
kisminda olusan pembe faz OD 520 nm’de piyosiyanin aktivitesinin belirlenmesi
amaciyla 6l¢tilmiistiir (Chong ve ark., 2011). P. aeruginosa PAO-1 susu kontrol olarak
kullanilmis ve Ssonuglar izolatlarin laktik asit igermeyen LB’de verdigi sonuglarla

kiyaslanarak yorumlanmustir.

Sekil 2.2. P. aeruginosa suslarmin piyosiyanin pigmentinin elde edilme asamalari
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2.2.7.7. Pseudomonas aeruginosa Izolatlarnin Biyofilm Olusumunun
Belirlenmesi

Ped. acidilactici M7 tarafindan tiretilen laktik asitin P. aeruginosa izolatlarinin
biyofilm olusumuna inhibitor etkisi incelenmistir. Bu amagla suslar 37°C’de 18 saat
inkiibe edilmistir. Her bir izolat i¢in subMIK degerinde laktik asit iceren 100 uL LB
s1v1 besiyerine, Mc Farland 0,5 dansitede P. aeruginosa izolatlarindan 1:100 oraninda
ilave edilmistir. Mikroplaklar 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda kuyucuklardan izolatlar uzaklastirilmig ve steril distile su ile kuyucuklar 3
kez yikanmistir. Her kuyucuga 125 pL % 0,1’lik kristal viyole ilave edilmis, oda
sicakliginda 10 dakika boyanmasi saglanmistir. Boyama sonrasinda kuyucuklar 2 kez
steril distile su ile yikanmis ve oda sicakliginda kurutulmustur. Kuruyan kuyucuklara
200 pL % 30 glasiyel asetik asit ilave edilerek oda sicakliginda 15 dakika inkiibe
edilmis ve sonuc¢lar OD 520 nm’de okunmustur. Sadece LB besiyeri iceren kuyucuklar
kontrol olarak kullanilmis, sonuglar susun laktik asit ilave edilmeden 6nceki biyofilm

olusumu ve PAO-1 susu ile kiyaslanarak yorumlanmistir (Christensen ve ark., 1982).

Sekil 2.3. P. aeruginosa izolatlarinin biyofilm aktivite sonuglarinin mikroplak goriinimii

2.2.7.8. Pseudomonas aeruginosa Izolatlarnm Ramnolipid Uretiminin
Belirlenmesi

Test, glutamat minimal medium agar kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

Ped.acidilactici M7 susu tarafindan iiretilen laktik asiti subMIK oraninda iceren

besiyerlerine, P. aeruginosa izolatlarinin taze kiiltiirlerinden igne 6ze ile bir koloni
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ekilmis ve 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda
koloni etrafinda olusan seffaf zon ramnolipid iiretimi olarak degerlendirilmistir.
Sonuglar, PAO-1 susu Ve izolatlarin laktik asit igermeyen glutamat minimal medium

agarda verdigi sonuclarla kiyaslanarak yorumlanmustir (Siegmund ve Wagner, 1991).

2.2.7.9. Pseudomonas aeruginosa Izolatlarimn Antibiyotik Duyarhhiklar

Klinik P. aeruginosa izolatlarinin sefepim 30 ng, seftazidim 30 pg,
piperasilin/tazobaktam 30/6 pg, imipenem 10 pg, meropenem 10 pg, aztreonam 30
ng, siprofloksasin 5 pg ve amikasin 30 pg’ e karsi antibiyotik duyarliliklar disk
difizyon yontemi ile belirlenmistir (Bauer ve ark., 1966). Sonuglar European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) standartlarina goére
degerlendirilmistir (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing,
2014).

2.3. Verilerin Degerlendirilmesi
Tiim deneyler {i¢ tekrarli olarak yapilmis ve elde edilen veriler P. aeruginosa
PAO-1 susuyla karsilastirilarak degerlendirilmistir. Sonuglar SPSS versiyon 20,0

paket programi1 kullanilarak Pearson Ki-Kare testi ile analiz edilmistir. p<0,05 degeri

anlaml kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Yenidogan Gaita Orneklerinden Pediokoklarin izolasyonu

Bu caligma kapsaminda Ankara Dr. Sami Ulus Egitim ve Arastirma Hastanesi
Yenidogan Poliklinigi’nde normal dogum ile dogan ya da kontrol amacgh gelen, 0-3 ay
araliginda, anne siitii ile beslenen, kendisi ve annesi bu dénemde antibiyotik tedavisi
almamis 19 farkli bebegin gaitasindan izole edilen, Gram (+), katalaz negatif, tetrat
morfolojide koklar degerlendirilmis ve API 50 CH kiti uygulanmasi sonucunda
Ped.acidilactici olarak tanimlanan 3 sus (Ped. acidilactici M3, M4, M7) ile

calismalara devam edilmistir.
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Sekil 3.1. Ped.acidilactici susunun mikroskobik ve MRS agar goriintimi
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Sekil 3.2. Ped. acidilactici susunun API 50 CH kiti sonuglari

55



3.2. Pediokoklarin Probiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.1. Suslarin Antibiyotik Duyarhliklari

EFSA standartlarina gére pediokoklar icin antibiyotik duyarliliginin MiK
degeri olarak belirlenmesi 6nem arz etmektedir (European Food Safety Authority,
2012). Calismamizda s1vi diliisyon metoduna bir 6n ¢aligma olmasi1 amaciyla dncelikle
suslarin antibiyotik duyarliliklart disk diflizyon yontemi ile inhibisyon zonu olarak
belirlenmistir. Antibiyotik disklerinin etrafinda olusan 21 mm ve {izerindeki zon
caplart duyarli, herhangi bir inhibisyon zonu olugsmamasi direngli olarak

degerlendirilmis (Abbasiliasi ve ark., 2012) ve sonuglar Cizelge 3.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Ped. acidilactici olarak tanimlanan 3 susun disk difiizyon yontemi ile belirlenen antibiyotik
duyarliklar

Ped. acidilactici suslari
Antibiyotikler 3 M4 7

Eritromisin (15 pg) S S S
Kanamisin (30 ug) S S S
Ampisilin (10 pg) S R* S
Gentamisin (10 pg) S S S
Tetrasiklin (30 pg) S S S
Streptomisin (10 pg) S S S
Vankomisin (30 pg) R* R* R*
Klindamisin (2 pg) S S

Kloramfenikol (30 pg) S S S

(S): Duyarli.
(R*): Direngli.

Sekil 3.3. Ped. acidilacitici M7 susunun disk diflizyon yontemi ile belirlenen duyarlilik sonuglari
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Disk difiizyon yontemi ile elde edilen sonuglara gore tiim pediokok suslar
vankomisine direngli bulunmustur. Pediokoklarda vankomisin direncinin kromozom
kodlu bir diren¢ olmasi ve EFSA’nin antimikrobiyal duyarlilik standartlarinda,
pediokoklar i¢in vankomisin duyarliliginin belirlenmesine gerek olmadigini
belirtmesine dayanarak ¢alismalara devam edilmistir. (European Food Safety
Authority, 2012).

Vankomisin digindaki tiim antibiyotiklere karsi suslarin MIK degerleri
belirlenmis ve sonuglar Cizelge 3.2.’de gosterilmistir. Buna gére M4 susu EFSA’nin
belirledigi olgiitler dogrultusunda, uygulanan her iki antimikrobiyal duyarlilik testi
sonucunda ampilisine direngli bulunmustur. Yapilan g¢alismalarda pediokoklarin
penisilin grubu antibiyotiklere duyarli mikroorganizmalar oldugu belirtilmesine
ragmen (Haakensen ve ark., 2009), bu ¢alismada izole edilen M4 susunun ampisilin
direngli olmasi, susun elenmesine sebep olmustur. M3 ve M7 suslarinin antimikrobiyal
duyarhiliklart belirtilen smurlar igerisinde oldugundan diger ¢alismalara bu suslar ile

devam edilmesine karar verilmistir.

Cizelge 3.2. Ped. acidilactici suslarinin belirlenen MiK sonuglari ve EFSA standartlar1 (European Food
Safety Authority, 2012)

Ped. acidilactici suslarimn MIiK (ug/mL) sonuglari
Antibiyotikler  Pediokoklar i¢in

EFSA M3 susu M4 susu M7 susu

Standartlar1
Eritromisin 1 1 0,5 0,5
Kanamisin 64 32 32 32
Ampisilin 4 4 8
Gentamisin 16 2 4 4
Tetrasiklin 8 4 2 8
Streptomisin 64 8 16 32
Vankomisin Gerekli degildir
Klindamisin 1 1 1 1
Kloramfenikol 4 1 0,5 1

3.2.2. Suslarin Diisiik pH, Pepsin, Pankreatin ve Safra Tuzuna Karsi Direngleri

Sindirim sistemine dayanarak olusturulan diisiik pH, pepsin, pankreatin ve
safra tuzu igeren temsili ortamlarda, suslarin hayatta kalma oranlar1 3 ve/veya 4 saat

stireyle belirlenmistir.
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Ped. acidilactici M3’{in canliligin1 pH 1,0°da hemen kaybettigi, pH 2,0’da bir
saat hayatta kalabildigi ve pH 3,0°da canlilik oranin1 1. ve 2. saatte sirasiyla % 44 ve
% 38 koruyabildigi belirlenmistir. M7 susunun ise, pH 1,0 degerinde bir saat igerisinde
tim canliligini kaybettigi, pH 2,0’da bir saatin sonunda % 28 canliligin1 korurken; pH
3,0’da 1. saatin sonunda % 97,5, 2. ve 3. saatin sonunda ise canliligint % 96 oraninda
korudugu tespit edilmistir. Kontrol olarak kullanilan pH 7,4’te, 3. saatin sonunda M3
ve M7 suslarmin sirasiyla % 95 ve % 99 oraninda hayatta kaldigi saptanmistir. Bu
sonuglara dayanarak Ped. acidilactici M3{in diisiik pH degerlerine dayanikli olmadigi

belirlenmis ve sus elenmistir.

Mide pH’1 normal sartlarda 5,0 - 6,0 degerlerindedir. Sindirim siiresince mide
HCI gibi proteazlar: sentezlemekte ve proteinlerin bu proteazlar tarafindan sindirimi
sirasinda mide pH’1 1,0 -2,0’a kadar diismektedir. Ancak midenin kendisini korunmasi
amaciyla pH hizlica 3,0 — 4,0 degerlerine yiikselmektedir. Sindirim siiresince
genellikle 3,0 — 4,0 degerlerinde olan mide pH’1, sindirim sonrasinda normal
degerlerine donmektedir (Loomis, 2016). Literatiirlerde potansiyel probiyotik
ozellikleri arastirilan pediokok cinsine ait suslarin pH 3,0 degerlerindeki aktiviteleri
Onem arz ettiginden (Osmanagaoglu ve ark. 2010 ve Uymaz ve ark., 2009), sonraki
calismalara Ped. acidilactici M7 susu ile devam edilmesine karar verilmis ve susun

pepsin, pankreatin ve safra tuzu uygulamalarina direnci belirlenmistir.

Buna gore sus; pepsin pH 2,0°da 1. saatin sonunda % 31, 2. saatin sonunda %1
oraninda canli kalabilmistir. pH 3,0 pepsin uygulamasinda susun canlilig1 1. saatin
sonunda % 97,5, 2. saatin sonunda % 94, 3. saatin sonunda % 93 olarak saptanmustir.
Kontrol olarak ¢alisilan pH 7,4’te ise susun canliligi 3. saatin sonunda % 99 olarak

devam etmistir.

Pankreatin pH 8,0°da 4. saatin sonunda M7 susunun canlilig1 % 98 oraninda
saptanmigtir, kontrol olarak ¢alisilan ve pankreatin igermeyen ,4’te susun canliligt
p stir, kontrol olarak caligil pankreatin i¢ yen pH 7,4’ S lihig

4. saatin sonunda % 98 olarak belirlenmistir.
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Safra tuzu uygulamasinda ise 4. saatin sonunda susun canliligi1 % 0,3, % 0,5 ve

% 1 safra tuzu icin sirastyla; % 93, % 91 ve % 76 oraninda bulunmustur. Kontrol

olarak safra icermeyen MRS besiyerinde gelisen susun 4. saatin sonunda canliliginin

% 98 olarak devam ettigi saptanmustir.

Sekil 3.4. Ped. acidilactici M7’nin % 0,5 safra tuzuna dayamikliliginin MRS agar goriiniimii (10-°

konsantrasyon)

Cizelge 3.3. Ped. acidilactici M7 susunun diisiik pH degerlerine, pepsin, pankreatin ve safra tuzlarina

kars1 hayatta kalma? orani (log kob®/mL)

Ped. acidilactici

Inkiibasyon zamam (saat)

M7 0 1 2 3 4
pH 1,0 7,507 0 0 0 gde
pH 2,0 7,477 4,919 0 0 gd
pH 3,0 7,870 7,863 7,859 7,855 gd
Pankreatin 7,855 gd gd gd 7,846
Pepsin pH 2,0 7,342 4,903 0 0 gd
Pepsin pH 3,0 7,808 7,797 7,779 1,777 gd
% 0,3 Safratuzu 7,547 gd gd gd 7,514
% 0,5 Safratuzu 7,954 gd gd gd 7,912
% 1 Safra tuzu 7,733 gd gd gd 7,613

@ Oranlar deneylerin ii¢ kez tekrar1 sonucunda elde edilmistir

b kob: Koloni olusturan birim, ¢ gd: Gerekli degil

3.2.3. Suslarin Hemolitik Aktivitelerinin Belirlenmesi

Ped. acidilactici M7 susunun, % 5 koyun kani igeren Columbia agarda gelisen

kolonilerinin etrafinda herhangi bir hemolitik zon gézlenmemistir, sus y-hemolitiktir.
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Sekil 3.5. Ped. acidilactici M7°nin kanl agarda goriiniimii

3.24. Suslarm Metabolit Uretiminin  Arastirllmast ve Antimikrobiyal
Aktivitesinin Belirlenmesi

Ped. acidilactici M7 susunun antimikrobiyal metabolit varligi indikator
mikroorganizmalara kars1 olusan inhibisyon zonu ile degerlendirilmis ve zon olusumu
Cizelge 3.4’te “+”, yoklugu ise “-” olarak belirtilmistir. Uygulanan metot sonucunda
elde edilen verilere gore; Ped. acidilactici M7°nin, laktik asit disinda herhangi bir
antimikrobiyal metabolit tiretmedigi; hidrojen peroksit ve bakteriyosin iiretiminin
arastirlldigl supernatantlarin indikator mikroorganizmalar tizerinde herhangi bir
inhibisyon zonu olusturmamasi sonucunda belirlenmistir. Kontrol olarak ¢alisilan
supernatant da antimikrobiyal aktivitenin yalnizca laktik asitten kaynaklandigi
sonucunu desteklemistir. Buna gore; M7 susunun iirettigi laktik asitin indikator
mikroorganizmalardan P. aeruginosa PAO-1, P. aeruginosa ATCC 27853, P.
aeruginosa 9027, E. faecalis ATCC 29212 iizerine antimikrobiyal aktiviteye sahip

oldugu belirlenmistir.

Cizelge 3.4. Ped. acidilactici M7 susu tarafindan iiretilen metabolitlerin indikator suslar iizerine antimikrobiyal
aktivite sonuglari

P.aeruginosa  P.aeruginosa  P.aeruginosa  E.coli  E.faecalis  S.aureus

Metabolit PAO-1 27853 9027 25922 29212 25923

Laktik asit aktivitesi

(katalaz + + + + - + -
proteinazK)

Hidrojen peroksit

aktivitesi (NaOH + - - - - - -
proteinaz K)

Bakteriyosin

aktivitesi - - - - - -
(katalaz + NaOH)
Supernatant
(Kontrol supernatant)

+: antimikrobiyal inhibisyon zonunu; -: antimikrobiyal inhibisyon zonunun olusmadigini ifade etmektedir.
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Sekil 3.6. indikatér mikroorganizmalar iizerine laktik asit ve kontrol supernatantlarmin antimikrobiyal aktivite
sonuglari

3.3. Pediococcus acidilactici M7 Susu Tarafindan Uretilen Laktik Asitin Yiiksek
Basarimh Sivi Kromatografisi ile Miktar Tayini

Optimum kosullarda gerceklestirilen analiz sonuglari, SUT parametreleriyle

hesaplanmig ve yontemin analize uygun olduguna karar verilmistir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. SUT parametreleri

Parametreler Laktik asit
Alikonma zamani (dk) 10,68
Kapasite Faktorii (k) 1,09
Ayirma Giicii (Rs) 5,77
Kolon Etkinligi (N) 15441
Secicilik (o) 1,37
Kuyruklanma Faktorii 1,43

Ikinci olarak optimum kosullar altinda validasyon calismalar
gerceklestirilmistir. Laktik asitin YBSK yontemi ile analizindeki kalibrasyon
parametreleri (tanimlayicilik katsayisi, dogrusallik, kalibrasyon aralifi, yakalama
siir1 (YS), tayin alt sinir1 (TAS) gibi) ve tekrar edilebilirlik sonuglart (% Bagil
Standart Sapma (%BSS)) Cizelge 3.6’da belirtilmistir.
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Sekil 3.7. Laktik asite ait kalibrasyon grafigi ve denklemi

Cizelge 3.6. Laktik asitin YBSK yontemi ile analizine ait kalibrasyon verilerinin istatistiksel
degerlendirilmesi (n=5)

Parametreler Laktik Asit
Alikonma zamani (dk) 10,68
Dogrusal Aralik (mmol) 0,25-50
Egim 50,323
Kesisim -30,304
Tanimlayicilik Katsayisi (r2) 0,9992
Egimin Standart Hatasi 7,07x101
Kesisimin Standart Hatasi 1,587
Teshis Sinir1 (mmol) 0,005
Tayin Alt Siir1 (mmol) 0,017
Giin i¢i tekrar edilebilirlik % BSS 0,20
Ginler arasi tekrar edilebilirlik % BSS 0,44

Kalibrasyon basamagindan sonra yontem, gercek numunelere uygulanabilir
hale gelmistir. Optimize edilen yontemle yapilmis gergek numune analizlerinde

yontemimizin segici oldugu belirlenmistir.

3.3.1. Pediococcus acidilactici M7 Numunesine Uygulama

Optimizasyonu ve validasyonu tamamlanan yontem Ped. acidilactici M7°den
laktik asit analizi i¢in kullanilmistir. Analiz sonucundaki pik alanlar1 kalibrasyon
denklemine yerlestirilerek laktik asit miktar1 hesaplanmistir. Farkli giinlerde ii¢ paralel
olarak yapilan analizler sonucunda Ped. acidilactici M7’nin tirettigi laktik asit miktar1
5,59-5,94 mg/mL arasinda bulunmustur. Bu sonuglara ait % BSS degeri 0,30-3,38

olarak hesaplanmuistir.
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3.4. Pediococcus acidilactici M7 Susunun 16S rRNA Sekans Analizi

Bu calisma kapsaminda izole edilen M7 susu, APl 50 CH Kiti reaksiyon
sonuglarina gore Ped. acidilactici olarak tanimlanmis ve potansiyel probiyotik
ozellikleri belirlenmistir. P. aeruginosa klinik izolatlarinin CA sistemi ve bazi virulans
faktorleri tizerine M7 susu ile yapilacak deneylerden 6nce, susun 16S rRNA dizi
analizi REFGEN Biyoteknoloji Laboratuvart (Ankara Universitesi Teknokent,
Golbasi-Ankara) tarafindan gerceklestirilmis ve yapilan analiz sonucunda dizinin

Ped.acidilactici mikroorganizmasi ile % 100 uyum gosterdigi belirlenmistir.

100 —— Sequence 1
|

79 Pediococcus acidilactici

Pediococcus stilesii

4,7 Pediococcus pentosaceus
Pediococcus argentinicus

0.002

Sekil 3.8. 16S rRNA sekans analizi sonucunda belirlenen Ped. acidilactici M7 susunun filogenetik agaci

Bu asamaya kadar uygulanan testler sonucunda yenidogan gaitasindan izole
edilen Ped. acidilactici M7 susunun tanimlama kontrolii 16S rRNA analizi sonucunda
gergeklestirilmistir. Susun diisiik pH, pepsin, pankreatin ve safra tuzu uygulamalarina
direngli, EFSA tarafindan belirlenen antibiyotiklere duyarli ve y-hemolitik oldugu
belirlenmistir. Susun metabolit olarak {irettigi laktik asitin ¢esitli indikator
mikroorganizmalar tizerine antimikrobiyal aktivitesi belirlenmis ve laktik asitin YBSK
ile miktar tayini yapilmistir. Belirlenen bu probiyotik potansiyelde kriterler
dogrultusunda, ¢alismanin sonraki asamalarinda sus tarafindan tretilen laktik asitin
Klinik P. aeruginosa izolatlarinin AHL iiretimi ve CA sistemi tarafindan kontrol edilen

baz1 virulans faktorleri lizerine inhibitor etkisi aragtirilmistir.
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3.5. Pseudomonas aeruginosa izolatlarmim AHL Uretimi ve Virulans Faktérleri

Bu c¢alisma kapsaminda, 2014-2015 yillar1 arasinda Ankara Lokman Hekim
Etlik Hastanesi’ne bagvuran hastalarin, ¢esitli klinik 6rneklerinden enfeksiyon etkeni
olarak izole edilen ve tanimlanan toplam 141 P. aeruginosa izolati kullanilmistir.
Izolatlarin viicut bélgelerinden izolasyon yerine gore dagilimi Cizelge 3.7°de
gdsterilmistir. Izolatlarin bakteriyel iletisimde rol alan, kisa (C4-AHL) ve uzun zincirli
(3-0kso-C12-AHL) AHL iiretimi arastirilmis, CA sistemi tarafindan kontrol edildigi
kabul edilen virulans faktorlerinden; yiizme-kayma-titreme, elastaz, proteaz,
piyosiyanin ve biyofilm aktiviteleri incelenmistir. Belirlenen bu virulans faktorleri
tizerine Ped. acidilactici M7 susu tarafindan iretilen laktik asitin inhibit6r etkisi

arastirilmistir.

Cizelge 3.7. P. aeruginosa izolatlarinin izolasyon bolgelerine gore dagilimi

Viicut bolgesi n (say1)
Balgam 16
Idrar 19
Kateter 3
Kulak Akintisi 61
Trakeal Aspirat 22
Yara 20

C. violaceum CV026 ve R. radiobacter BAA 2240 biyosensor suslari,
izolatlarda kisa ve uzun zincirli AHL molekiilii {iretimini belirlemek amaciyla
kullanilmigtir. Buna gore; 141 izolatin tiimiiniin uzun zincirli AHL molekdilii iirettigi,
ancak yalnizca 84 izolatin uzun zincirlinin yaninda kisa zincirli AHL molekiili tirettigi
saptanmigtir ve kisa zincirli AHL ireten izolatlar AHL pozitif (+) olarak
degerlendirilmistir. P. aeruginosa izolatlarinin izole edildikleri viicut bolgesi ile AHL

iretimi arasinda istatistiksel agidan anlamli bir iligki olmadig1 saptanmustir (p =0,655).
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Sekil 3.9. Kisa-uzun zincirli AHL molekiilleri arastirilan P. aeruginosa izolatlarinda pozitif ve negatif deney
sonuglari. a. Kisa zincirli AHL molekiilii arastirilan izolatlar, mor renk pozitif sonucu gostermektedir. b. Uzun
zincirli AHL molekiilii aragtirilan izolatlarlar, mavi renk pozitif sonucu gostermektedir.

Incelemeye alman 141 izolatin 114’{i (% 81) kayma, 123’{i (% 87) yiizme,
102’si (% 72) titreme hareketi yoniinden pozitif bulunmustur.

Cizelge 3.8. P. aeruginosa izolatlarinin (n:141) kisa zincirli AHL iiretimi ve bazi virulans faktorleri
yoniinden pozitif sonuglart

Hareket -
AHL () Kayma Yiizme Titreme frotea Ramnolipid
n (%)
84 (% 60) 114 (81) 123 (87) 102 (72) 125 (89) 139 (99)

n: Izolat sayisi

AHL (+) 84 izolatin; 76’s1 (% 90) kayma, 77’si (% 92) ylizme, 61’1 (% 73)
titreme hareketi, 75’1 (% 90) proteaz aktivitesi ve 84’1l (% 100) ramnolipid tiretimi

bakimindan pozitif bulunmustur.

AHL (-) 57 izolatin, 38’1 (% 67) kayma, 46’s1 (% 81) yiizme, 41’1 (% 72)
titreme hareketi, 50’si (% 88) proteaz aktivitesi ve 55’1 (% 97) ramnolipid tretimi
bakimindan pozitif bulunmustur.

Cizelge 3.9. P. aeruginosa izolatlarinda (n:141) AHL molekiillerinin varligi ve incelenen virulans
faktorleri arasindaki iliski

AHL Kayma Yiizme Titreme Proteaz Ramnolipid
n: 114 n: 123 n: 102 n: 125 n: 139
€] 76 77 61 75 84
) 38 46 41 50 55

n: Izolat sayis
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Kisa zincirli AHL sinyal molekiilii tireten ve {iretmeyen izolatlarda kayma
hareketi olusumu (p=0,001) ve proteaz aktivitesi (p=0,045) arasindaki iligki
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. AHL (+) ve AHL (-) suslarin yiizme, titreme
hareketleri ve ramnolipid olusturmasi arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamsiz

bulunmustur (sirastyla p=0,097, p=0,0928, p=0,162).

P. aeruginosa izolatlarinin yapilan antimikrobiyal duyarlilik testi sonucunda
cesitli antibiyotiklere duyarlilik ve direng yiizdeleri ve EUCAST duyarlilik sinir
degerleri Cizelge 3.10°da gosterilmistir (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing, 2014). Kisa zincirli AHL sinyal molekiilii ireten izolatlarda
sefepim ve aztreonam digindaki antibiyotiklere direng gelisiminin, AHL (-) izolatlara
oranla daha fazla oldugu saptanmistir ancak kisa zincirli AHL iireten ve iiretmeyen
izolatlarda sinyal molekiilii iiretimi ve antibiyotik direnci arasinda istatistiksel agidan

anlaml1 bir iliski olmadig1 saptanmustir (p> 0,05).

Cizelge 3.10. P. aeruginosa izolatlarinin gesitli antibiyotiklere karsi duyarlilik yiizdeleri

Antibiyotikler Dﬁnti?ilyﬁtiskler:n P. aeruginosa izolatlari
yarilik Smiriart - pyyarhn (%)  Direngli n (%)

Sefepim 30 pg S>19mm, R<19mm 138 (98) 3(2

Seftazidim 10 pg S>17mm, R<17mm 130 (92) 11 (8)
Piperasilin/Tazobaktam 30/6 pg S>18mm, R<18mm 96 (68) 45 (32)
Imipenem 10 pg $220mm, R<17mm 110 (78) 31 (22)
Meropenem 10 pg S>24mm, R<18mm 124 (88) 17 (12)
Aztreonam 30 pg S>50mm, R<16mm 135 (96) 6 (4)

Siprofloksasin 5 pg S>25mm, R<22mm 128 (91) 13 (9)
Amikasin 30 pg S>18mm, R<15mm 130 (92) 11 (8)

n: Izolat sayis1

3.6. Pediococcus acidilactici M7 Tarafindan Uretilen Laktik Asitin Pseudomonas
aeruginosa Izolatlarimin Virulans Faktérleri Uzerine Inhibitér Etkisinin
Arastirilmasi

3.6.1. Pediococcus acidjlactici M? Tarafindan ) Uretilen _Laktik Asitin
Pseudomonas aeruginosa Izolatlar: I¢in Belirlenen MIK ve subMIK Degerleri
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Ped. acidilactici M7 susunun YBSK yontemiyle yapilan miktar tayini
sonucunda 5,59-5,94 mg/mL arasinda laktik asit tirettigi belirlenmistir. Sus tarafindan
tiretilen laktik asitin, P. aeruginosa klinik izolatlar1 tizerine makrodiliisyon yontemi

ile belirlenen MIK degerlerinin 0,698-0,742 mg/mL arasinda degistigi saptanmistir.

YBSK ile belirlenen miktarlarda standart laktik asit kullanilarak deney
P.aeruginosa PAO-1 susu ile tekrarlanmig, M7 susunun kiiltiir supernatantinin igerdigi
laktik asit ve standart laktik asitin PAO-1 susu iizerine inhibitér konsantrasyonlari
birbiri ile uyumlu bulunmustur. Buna gére MIK’lerin bir kat diisiik konsantrasyonu
subMIK olarak kabul edilmis ve izolatlarin laktik asitin subMIiK etkisi altinda AHL

tiretimi ve virulans durumlari incelenmistir.
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Sekil 3.10. Ped. acidilactici M7’nin iirettigi laktik asitin PAO-1 susuna kars1 belirlenen MIK sonuglari

3.6.2. Pediococcus acidilactici M7 Tarafindan Uretilen Laktik Asitin
Pseudomonas aeruginosa Izolatlarinin AHL Uretimine Etkisi

Ped. acidilactici M7 susu tarafindan iiretilen laktik asitin P. aeruginosa
izolatlariyla bir araya getirilmesi sonucunda, AHL (+) izolatlarin % 76’sinin kisa
zincirli AHL iretiminin inhibe edildigi, uzun zincirli AHL iiretimine ise laktik asitin
herhangi bir inhibitor etkisinin bulunmadigi belirlenmistir. Kontrol olarak ¢alisilan
P.aeruginosa PAO-1 susunun da laktik asit etkisinde kisa zincirli AHL {iretiminin

engellendigi ancak uzun zincirli AHL iiretiminin devam ettigi saptanmaistir.
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Sekil 3.11. Kisa zincirli AHL iiretimi inhibe edilen P. aeruginosa izolatlar1

3.6.3. Pediococcus acidilactici M7 Tarafindan Uretilen Laktik _Asitin
Pseudomonas aeruginosa Izolatlarimin Kayma-Yiizme-Titreme Hareketi Uzerine
Etkisi

Laktik asit etkisinde, kisa zincirli AHL iiretimi engellenen P. aeruginosa
izolatlarinin ayn1 zamanda; % 72’sinin kayma, % 64’liniin ylizme, % 46’sinin titreme
hareketinin inhibe edildigi belirlenmistir. Kontrol susu olarak ¢alisilan P. aeruginosa
PAO-1’in kayma ve yiizme aktivitesinin inhibe edildigi ancak titreme hareketinin

devam ettigi saptanmistir.

AHL (-) izolatlarin da laktik asitin etkisi altinda % 82’sinin kayma, % 83’{in{in

yiizme Ve % 56’sin1n titreme hareketinin inhibe edildigi belirlenmistir.

Laktik asitin etkisinde izolatlarin kayma, ylizme ve titreme hareketinin
inhibisyonu ile kisa zincirli AHL {iretiminin engellenmesi arasinda istatistiksel agidan

anlamli bir iliski olmadigi saptanmistir (p> 0,852).
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Sekil 3.12. P. aeruginosa klinik izolatlarinin kayma hareketi sonuglar1 a-c) kontrol (pozitif sonug), b-d) laktik asit
etkisi altinda gosterdigi negatif sonug

a b

Sekil 3.13. P. aeruginosa klinik izolatinin yiizme hareketi sonuglar1 a) kontrol (pozitif sonug), b) laktik asit etkisi
altinda gosterdigi negatif sonug
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Sekil 3.14. P. aeruginosa klinik izolatlarinin titreme hareketi sonuglar1 a-b) kontrol (pozitif sonug), c) laktik asit
etkisi altinda gosterdigi negatif sonug
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3.6.4. Pediococcus acidjlactici M7 Tarafindan I"Jrgtilen Laktik Asitin
Pseudomonas aeruginosa Izolatlarimin Proteaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

141 P. aeruginosa izolat1 proteaz iiretimi yoniinden incelenmistir. Bakteri
kolonisinin etrafinda berrak zon olusumu proteaz aktivitesi olarak belirlenmistir.
Izolatlarin proteoliz oran1 (Rp); bakteri kolonisi etrafinda olusan zon ¢apmin (Dzc),
bakteri koloni ¢apina (Dc) boliinmesi ile elde edilmistir. Rp’si 2’den biiyiik olan

toplam 125 izolat, proteolitik aktiviteye sahip olarak degerlendirilmistir.

Proteaz pozitif klinik izolatlarin, laktik asit etkisinde proteoliz oranindaki

azalma % olarak Sekil 3.15’te gosterilmistir.

Proteoliz Oran1 Azalma yiizdesi
30
25 |
20

R :

%0-10 % 11-20 % 21-30 % 31-40 % 41-50 % 51-60 % 61-70 % 91-100

15
10

n: 125

P. aeruginosa izolatlarinin sayisi

M Azalma ylizdesi

Sekil 3.15. P. aeruginosa izolatlariin laktik asit etkisinde proteoliz azalma yiizdeleri

P. aeruginosa PAO-1 susunun proteoliz oraninin laktik asit etkisinde % 54
azaldig1 belirlenmistir. Kisa zincirli AHL iretimi inhibe edilen proteaz pozitif
izolatlarin ayn1 zamanda % 74 tinlin; AHL (-)’lerin ise % 68’inin proteoliz oranlarinin
azaldig1 saptanmustir. Proteoliz oranlarinin azalmast ve AHL sinyal molekiili
inhibisyonu arasindaki iligkinin istatistiksel ag¢idan anlamsiz oldugu belirlenmistir
(p>0,05). izolatlarin proteoliz oranlarmin kontrol ve laktik asit etkisinde verdigi

aktivite sonuglart Sekil 3.17 ve 3.18’de gosterilmistir.
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Sekil 3.16. PAO-1 susunun proteaz aktivitesinin % 2 skim milk LB agarda olusturdugu zonlar a)
kontrol, b) laktik asit etkisi altinda
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Sekil 3.17. P. aeruginosa izolatlarinin proteaz aktivitesi ve laktik asitin subMIK etkisinde aktivite sonuglar



€L

Proteaz Aktivitesi
4,00
3,50
3,00
2,50

= 2,00
1,50
1,00
0,50 ‘ ‘

0,00
71 73 75 77 79 81 83 85 87 89 91 93 95 97 99 101103105107 109111113115117119121123125127129131133135137139141
P. aeruginosa izolatlar1

1z Orani

Proteol

EProteaz ® SubMIK proteaz

Sekil 3.18. P. aeruginosa izolatlarinin proteaz aktivitesi ve laktik asitin subMIK etkisinde aktivite sonuglar1 (devam)



3.6.5. Pediococcus acidjlactici M7 Tarafmdarl I"Jreti.loen Laktik Asitin
Pseudomonas aeruginosa Izolatlarmin Ramnolipid Uretimi Uzerine Etkisi

Izolatlarnin glutamat minimal medium agarda iireyen kolonilerinin etrafinda
olusan seffaf zon ramnolipid tiretimi olarak degerlendirilmistir. Buna gore, izolatlarm
139’unun (% 99) ramnolipid pozitif oldugu ancak uygulanan laktik asitin, izolatlarin

ramnolipid liretimine herhangi bir inhibitor etkisinin bulunmadigi saptanmustir.

Sekil 3.19. P. aeruginosa izolatiin ramnolipid iiretimi

3.6.6. Pediococcus acidilactici M7 Tarafindan Uretilen Laktik  Asitin
Pseudomonas aeruginosa Izolatlarimin Elastaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

P. aeruginosa Klinik izolatlarinin elastaz iretimleri incelendiginde, 141
izolatin 7 tanesinin (5 AHL (+), 2 AHL (-) izolatin), elastaz iiretimi % 100 kabul edilen
P. aeruginosa PAO-1 susuna gore % 1-24 arasinda degisen oranlarda daha fazla
aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Diger izolatlarin elastaz iiretiminin ise % 2 ile

% 94 arasinda degistigi belirlenmistir.
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Sekil 3.20. P. aeruginosa PAO-1 ve P. aeruginosa izolatlarinda elastaz tiretimi (%)
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P. aeruginosa PAO-1 susunun elastaz aktivitesi 0,4275+ 0,00423, izolatlar
arasinda en diisiik elastaz aktivitesi 0,01597+ 0,0007, en yiiksek elastaz aktivitesi
0,528203+ 0,00148 olarak bulunmustur.

Ped. acidilactici M7 susunun {irettigi laktik asitin izolatlarla bir araya
getirilmesi sonucunda, izolatlarin elastaz aktivitesi azalma ytizdeleri Sekil 3.21°de
gosterilmistir. Sonuglara gore, laktik asitin P. aeruginosa PAO-1 susunun elastaz
aktivitesini % 47 engelledigi; kisa zincirli AHL tiretimi inhibe edilen klinik izolatlarin
17 tanesinin, AHL (-) izolatlarin ise 12 tanesinin elastaz aktivitesini % 50-100
oraninda inhibe ettigi saptanmistir. Diger izolatlarin (47 AHL (+), 129 AHL (-) izolat)
elastaz aktivitesindeki azalma yiizdelerinin % 0,4 ile % 49 arasinda degistigi

belirlenmistir.

Elastaz aktivitesi azalma yiizdeleri (%)

0-10 11-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 90-100
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P.aeruginosa sus sayisi (n: 141)

Yiizde (%)

Sekil 3.21. P. aeruginosa izolatlarmin laktik asit etkisinde elastaz aktivitesi azalma yiizdesi

Izolatlarin elastaz aktivitesi i¢in belirlenen sonuglarmim % BSS’s1 0,003-4,833
arasinda degismektedir, bu degerler sonuglarm tekrar edilebilir oldugunu
gostermektedir. Izolatlarm elastaz aktivitesi ve bu aktivitenin laktik asitin etkisi

altinda verdigi spektrofotometrik 6l¢iim sonuglar1 Sekil 3.22 ve 3.23.’te gosterilmistir.
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Sekil 3.22. P. aeruginosa klinik izolatlarinin elastaz iiretimi ve laktik asit subMIK etkisinde aktivite sonuglari
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Sekil 3.23. P. aeruginosa klinik izolatlarmin elastaz {iretimi ve laktik asit subMIK etkisinde aktivite sonuglari (devam)



3.6.7. Pediococcus acidilactici M7 Tarafindan Uretilep Laktik Asitin
Pseudomonas aeruginosa Izolatlarimin Piyosiyanin Aktivitesi Uzerine Etkisi

Piyosiyanin iiretiminin spektrofotometrik 6l¢iimii sonucunda kontrol olarak
caligtlan P. aeruginosa PAO-1 susunun aktivite sonucu 0,06773= 0,00067
bulunmustur. Sonuglarda en diisiik aktivite gdsteren izolatin 0,00313+ 0,0004, en
yiiksek aktiviteye sahip izolatin ise 0,26497+ 0,00867 degerinde piyosiyanin iirettigi

saptanmistir.

P. aeruginosa izolatlarinin piyosiyanin tiretimleri incelendiginde, 141 izolatin
11 tanesinin (6 AHL (+), 5 AHL (-) izolatin), piyosiyanin olusumu % 100 kabul edilen
P. aeruginosa PAO-1 susuna gore % 0,4 — 74,4 arasinda degisen oranlarda daha fazla
piyosiyanin olusturdugu tespit edilmistir. Diger izolatlarin piyosiyanin aktivitesinin

PR

ise % 4,6 ile % 99,6 arasinda degistigi belirlenmistir.

Ped. acidilactici M7 susunun irettigi laktik asitin izolatlarla ile bir araya
getirilmesi sonucunda, izolatlarin piyosiyanin iiretiminin azalma yiizdeleri Sekil
3.24°te gosterilmektedir. Sonuglara gore, laktik asitin P. aeruginosa PAO-1 susunun
piyosiyanin aktivitesini % 48 engelledigi; kisa zincirli AHL iiretimi inhibe edilen 13
izolatin ve AHL (-) 16 klinik izolatin piyosiyanin aktivitesini ise % 50-100 oraninda
inhibe ettigi saptanmistir. Diger izolatlarin (51 AHL (+) ve 125 AHL (-) izolatin)
piyosiyanin aktivitesinin azalma yiizdelerinin % 0,3 ile % 49 arasinda degistigi

belirlenmistir.

Piyosiyanin Aktivitesi
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Sekil 3.24. P. aeruginosa izolatarinin laktik asit etkisinde piyosiyanin aktivitesi azalma yiizdesi
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Izolatlarin piyosiyanin aktivitesi icin belirlenen sonuglarinin % BSS degerleri
0,056-4,959 arasinda degismektedir, bu degerler sonuclarin tekrar edilebilir oldugunu
gostermektedir. Izolatlarin piyosiyanin aktivitesi ve bu aktivitenin laktik asitin
etkisinde verdigi spektrofotometrik olgiim sonuglart Sekil 3.25 ve 3.26’da

gosterilmistir.
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Sekil 3.26. P. aeruginosa klinik izolatlarmin piyosiyanin iiretimi ve laktik asit subMIK etkisinde aktivite sonuglari (devam)



3.6.8. Pediococcus acidilactici M7  Tarafindan U.r.etilen Laktik Asitin
Pseudomonas aeruginosa Izolatlarimin Biyofilm Uretimi Uzerine Etkisi

Spektrofotometrik 6l¢iim sonuglart incelendiginde kontrol olarak calisilan
P.aeruginosa PAO-1 susunun biyofilm aktivitesi 0,94783+0,0039 bulunmustur.
Izolatlar arasinda biyofilm aktivitesi en diisiik 0,02253+ 0,0005, en yiiksek 1,95445+
0,0001 degerinde bulunmustur.

P. aeruginosa izolatlarinin biyofilm iretimleri incelendiginde, 141 izolatin 24
tanesinin (9 AHL (+), 15 AHL (-) izolatin), biyofilm olusumu % 100 kabul edilen
P.aeruginosa PAO-1 susuna gore % 0,4-51,5 arasinda degisen oranlarda daha fazla
biyofilm olusturdugu tespit edilmistir. Diger izolatlarin biyofilm aktivitesinin ise % 2

ile % 99 arasinda degistigi belirlenmistir.

Ped. acidilactici M7 susunun irettigi laktik asitin izolatlarla bir araya
getirilmesi sonucunda, izolatlarin biyofilm aktivitesi sonuglarindaki azalma yiizdeleri

Sekil 3.27°de gosterilmistir.
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Sekil 3.27. P. aeruginosa izolatlarmin laktik asit etkisinde biyofilm aktivitesi azalma yiizdeleri

Laktik asitin P. aeruginosa PAO-1 susunun biyofilm olusumunu % 57
engelledigi; kisa zincirli AHL iiretimi inhibe edilen Klinik izolatlarin 24 tanesinin ve
AHL (-) izolatlarin ise 28 tanesinin biyofilm aktivitesini % 50-69 oraninda inhibe ettigi
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saptanmustir. Diger izolatlar (40 AHL +), 113 AHL (-) izolat) iizerine laktik asitin

o

inhibitor etkisinin % 2 ile % 49 arasinda degistigi belirlenmistir.

izolatlarin biyofilm {iretimi i¢in belirlenen sonuglarinin % BSS degerleri
0,007-4,870 arasinda degismektedir, bu degerler sonuglarin tekrar edilebilir oldugunu
belirtmektedir. Izolatlarin biyofilm aktivitesi ve bu aktivitenin laktik asitin etkisi

altinda verdigi spektrofotometrik 6l¢iim sonuglari Sekil 3.28 ve 3.29°da gosterilmistir.
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4. TARTISMA

Son zamanlarda yapilan arastirmalarda, bakteriler arasindaki iletisimin
bozulmasi sonucunda bakterilerin koordine hareket edemeyecegi, konakta daha az
kolonize olma yetenegine sahip olacaklar1 ve buna bagli olarak basaril1 bir enfeksiyon
stireci ortaya kOyamayacaklar1 rapor edilmistir (Rasko ve Sperandio, 2010).
Gliniimiizde bakteriyel enfeksiyonlarla miicadelede tercih edilen klasik yontemler;
protein sentezi, hiicre duvari sentezi, DNA replikasyonu gibi bakteriler i¢in énemli
basamaklar1 engellemek vya da bakterileri Oldiirerek yok etmek temeline
dayanmaktadir. Ancak bu yontemlerin siirekli kullanilmasi belirli bir siire sonra
direncli populasyonlarin olugmasina, kullanilan antibiyotiklerin giderek etkisiz
kalmasina, hastaliklarin tam anlamiyla tedavi edilememesi, antibiyotik direncinin
yayilmasi1 gibi durumlara ve ayni zamanda ekonomik kayiplara da yol agmustir

(Bosgelmez-Tinaz, 2003).

P. aeruginosa; pnomoni, CF, menenjit, abse, yumusak doku, idrar yolu, kateter
iligkili, korneal enfeksiyonlar ve konjuktival eritem gibi hastaliklarda en yaygin
patojenlerden biridir. Akut enfeksiyonlara ek olarak P. aeruginosa immiin sistemi
baskilanmig ve kemoterapi alan bireylerde, hastay1 biiyiik 6l¢iide zayif diigiiren, kronik
akciger enfeksiyonlarina neden olmaktadir. Kateter gibi medikal aletlerde ve CF
hastalarinin solunum yollarinda kalici biyofilm olusturabilmekte ve bu biyofilmler
antibiyotiklere direngli, yavas gelisen bakteriyel sub-populasyonlara barinak
olusturmaktadir (Williamson ve ark., 2012). P. aeruginosa ayni zamanda genis
spektrumlu antibiyotik kullanimi ya da immiin sistemin fonksiyon bozuklugu
neticesinde normal flora dengesinin bozulmasiyla da kolonize olabilmektedir
(Abdelghany ve ark., 2012).

Hastalik Kontrol Merkezleri (Centers for Disease Control and Prevention)
tarafindan, her yil diinyada binlerce P. aeruginosa iligkili enfeksiyon rapor
edilmektedir ve ¢oklu ila¢ direngli (MDR) P. aeruginosa suslarinin ciddi tehlike

tehdidi olusturdugu bu raporlarda belirtilmektedir (Centers for Disease Control and
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Prevention, 2013). Kolistin (polimiksin E), nefrotoksisitesi ve norotoksisitesi
bilinmesine ragmen MDR P. aeruginosa suslarinda son tedavi ¢aresi olarak kullanilan
bir antibiyotiktir (Sabuda ve ark., 2008). Son zamanlarda kolistine bile Danimarka,
Birlesik Krallik, Avustralya gibi ¢esitli iilkelerde diren¢ gelisiminin ortaya ¢iktigi
rapor edilmistir (Denton ve ark., 2002 ve Johansen ve ark., 2008). P. aeruginosa
enfeksiyonlarmin tedavisindeki zorluklar ele alindiginda; yeni antibiyotik
gelistirilmesi icin yogunlasan arastirmalar, farkli antibiyotik kombinasyonlarinin
kullanilmasi ve antibiyotik icermeyen alternatif tedavi metotlarinin tanimlanmasini
igeren ¢esitli yaklasimlar1 igermektedir. Yeni antibiyotiklerin gelisiminde ana amag
eskilerine gore daha etkili ve direng gelisimi sikliginin giincel antibiyotiklerden daha

az olmasidir (Chatterjee ve ark., 2016).

Birg¢ok arastirma P. aeruginosa enfeksiyonlarini tedavi etmek amaciyla; yeni
antibiyotik kombinasyonlar1 olusturmaya ya da probiyotik, faj ve fito-ilaglarin
kullanilmast gibi antibiyotik icermeyen terapdtikler gelistirilmeye odaklanmistir
(Dubois ve ark., 2001; Rahal, 2006; Sobieszczyk ve ark., 2004 ve Waters ve Smyth,
2015). Antibiyotik igermeyen terapdtik ajanlarin yalmiz ya da antibiyotiklerle
kombinasyon halinde direngli P. aeruginosa suslarina etki gostermesi, bu ajanlarin
gelecekte P. aeruginosa enfeksiyonlarinin yonetilmesinde 6nemli ve anlamli bir rol

oynayacagini gostermektedir (Veesenmeyer ve ark., 2009).

P. aeruginosa enfeksiyonlarinin cesitliligi virulans faktorlerine baglidir.
Virulans faktorleri, normal iskelet yapisininin bozulmasina, aktin filamentlerinin
depolimerizasyonuna ve Ig G ve Ig A’nin parcalanmasina neden olurlar. Bu sekilde
invaze olup yayilirlar ve kronik enfeksiyon gelisimini saglarlar (Sadikot ve ark., 2005).
Bakterileri direkt 6ldiirmek yerine virulans faktorlerinin iiretiminden sorumlu olan
bakteriyel haberlesme sistemini, CA inhibitorii bilesikler ile engelleyerek bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisini veya kontroliinii saglamak, patojen mikroorganizmalarla
savasta umut vaat eden yeni bir strateji olarak diisiiniilmektedir (Bosgelmez-Tinaz,

2013).
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CA inhibitorleri, P. aeruginosa’nin artan antibiyotik direng probleminin
iistesinden gelmede kullanilabilecek alternatif terapétikler olarak en ¢ok calisilan
ajanlardir. Bu inhibitorler, mikroorganizmanin virulansin1 hedef alan antipatojenik
ilaglar olarak da adlandirilirlar. P. aeruginosa’nin virulansi hiicre-hiicre iletisim
sistemine ya da artan hiicre yogunluguna bagli olarak bakterilerin koordineli cevap
olusturmasini saglayan, ¢Oziinebilir sinyal molekiillerini kullanan CA sistemine
dayanmaktadir. Yogun arastirmalar bakteri, alg ve bitkileri igeren ¢esitli kaynaklardan
¢ok sayida CA inhibitdriiniin tanimlanmasina yol agmistir (Rasmussen ve ark., 2005).
Bu inhibitér molekiillerin proteaz, piyoverdin, kitinaz, kayma hareketi ve biyofilm
olusumu gibi P.aeruginosa virulans faktorlerinin tiretimi lizerine etki gosterdikleri
belirlenmistir, ancak ¢ogunun ya toksik olmasi ya da tolere edilebilir dozlarda etki
gostermemesi nedeniyle insan kullanimina ¢ok uygun olmadigi saptanmistir

(Bosgelmez-Tinaz, 2013).

Calismamizda insan intestinal florasinda dogal olarak bulundugu bilinen,
probiyotik potansiyelde bir susun iirettigi organik asitten yararlanilarak, P. aeruginosa
izolatlarinin attentiasyonu amaciyla yeni ve alternatif bir tedavi sekli olusturmak

amagclanmistir.

Oncelikle yenidogan gaita drneklerinden izole edilen ve 16S rRNA sekans
analizi sonucunda Ped. acidilactici oldugu dogrulanan M7 susunun probiyotik
potansiyelinin ortaya konmasi igin gastrointestinal sistem sartlarina toleransi; diisikk
pH, pepsin, pankreatin, safra tuzu denemeleri ile belirlenmistir. Probiyotiklerin mide
asidinden etkilenmeden bagirsaklara ulasabilmesi ve burada safra tuzlarina direng
gostermesi beklendiginden, bakterinin intestinal sistem kosullarina direnci dnemli bir
Olgiit olarak degerlendirilmistir. Besinlerle alinan bakterilerin gastrik kosullardan
korunmasinda besin partikiilleri ve konak¢1 yilizeyel tutunma bolgelerinin tolere edici
rolii sayesinde pH-pepsin uygulamalarinda pH 3,0’da 3 saat sonundaki direng,
pankreatin pH 8,0 ve safra tuzu (% 0,3-1) uygulamalarinda 4 saat sonunda belirlenen
direng dikkate alinmistir (Uymaz, 2009). Buna gore; ¢alismamizda izole edilen M7
susunun, pH 3,0’da 3. saatin sonunda % 96; pepsin pH 3,0°da 3. saatin sonunda % 93;

pankreatin pH 8,0 ve % 0,3, % 0,5 ve % 1°lik safra tuzu testlerinin 4. saatinin sonunda
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strasiyla; % 98, % 93, % 91 ve % 76 oraninda hayatta kaldig1 belirlenmistir. Belirlenen
bu sonuglarin, literatiirlerde yer alan insan gaita ve vajen 6rneklerinden, tavuk, hayvan
GIiS’inden izole edilen farkli Ped. acidilactici suslarmnin diisiik pH (2,5-3,0), safra tuzu
% 0,1-1 (Abbasiliasi ve ark., 2012; Attri ve ark., 2015; Damayanti ve ark., 2014;
Erkkild ve Petdja, 2000; Feng ve ark., 2016; Garsa ve ark., 2014; Kaboré ve ark., 2012;
Khalil ve ark., 2007; Noohi ve ark., 2016; Oh ve Jung, 2015; Ruiz Moyano ve ark.,
2008 ve Todorov ve ark., 2011), pepsin pH 3,0 (Amin ve ark., 2016; Barbosa ve ark.,
2015 ve Turhan Eryilmaz, 2011), pankreatin pH 8,0 (Maragkoudakis ve ark. 2006;
Oliveira Riberio ve ark., 2014 ve Uymaz, 2009) testleri sonucunda elde edilen hayatta
kalma oranlart ile benzerlik gosterdigi saptanmistir. Devi ve ark. (2015), izole ettikleri
insan kaynakli pediokok suslarinin asit ve safra stresine digerlerine oranla maksimum
tolerans gosterdigini, Khalil ve ark. (2007) bebek gaitasindan izole edilen suslar igin
pH 2,0’1n letal pH oldugunu, Begley ve ark. (2005), suslarin safra tuzuna direncinin
membran yapisina ve safra tuzlarmin hidrolize edilmesine sebep olan safra tuzu
hidrolaz  aktivitesine bagli olarak degistigini  bildirdikleri ¢aligmalariyla

degerlendirmeye alinan kosullarin 6nemini vurgulamislardir.

Probiyotik mikroorganizmalarin sec¢ilmesinde hemolitik aktivite Onemli
kriterlerden birini olusturmaktadir ve probiyotik potansiyeli arastirilan suslarin
hemolize neden olmayan, y-hemolitik suslardan se¢ilmesi gerekmektedir
(Marakoudakis ve ark., 2006). Calismamizda izole edilen M7 susu y-hemoliktir.
Yapilan diger caligmalarda potansiyel probiyotik olarak belirlenen pedikok suglarinin
y-hemolitik oldugu rapor edilmistir (Oh ve Jung, 2015; Osmanagaoglu ve ark., 2010;
Turhan Eryilmaz, 2011 ve Uymaz, 2009).

Probiyotik potansiyeli belirlenecek suslarda esas alinan bir diger 6zellik
aktarilabilen herhangi bir antibiyotik direncinin bulunmamasidir. Yapilan
caligmalarda pediokoklar1 da iceren bazi laktik asit bakterilerinde vankomisin
direncinin bulundugu rapor edilmistir (Ammor ve ark., 2007; Barbosa ve ark., 2015;
Charteris ve ark., 1998; Kastner ve ark., 2006; Maragkoudakis ve ark., 2006;
Temmerman ve ark., 2002 ve Zhou ve ark., 2005). Calismamizda, yapilan antibiyotik

duyarlilik testi sonucunda Ped. acidilactici M7 susu vankomisine direngli, diger
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antibiyotiklere duyarli bulunmustur. Pediokoklarda vankomisin direncinin intrensek,
kromozom kodlu ve aktarilmayan bir direng olmasi sebebiyle, susun probiyotik olarak
kullaniminda herhangi bir kisitlamanin s6z konusu olmadigi yapilan ¢alismalarca
belirtilmistir (Osmanagaoglu ve ark., 2010 ve Swenson ve ark., 1990). EFSA’nin
belirledigi bakteriyel antimikrobiyal duyarlilik standartlarinda da pediokoklarin
vankomisin icin herhangi bir MIK degerinin belirlenmesine gerek olmadig

belirtilmektedir (European Food Safety Authority, 2012).

Probiyotik mikroorganizma se¢im olgiitlerinden biri de, incelenen susun
patojenlere kars1 antimikrobiyal aktivite gostermesidir. Pediokoklar tarafindan tiretilen
laktik asit, hidrojen peroksit, protein yapisindaki pediosinler vb. metabolitlerin
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir. Hiicre bagimsiz supernatantin
organik asit disinda bir metabolitten kaynaklanacak antimikrobiyal etkisi pH’in 1 N
NaOH ile noétral degere getirilmesinden sonra belirlenmistir. Calismamiz
dogrultusunda o6ncelikle Ped. acidilactici M7 susunun bu metabolitlerden hangisini
irettigi ve bazi patojenler lizerine antimikrobiyal aktivitesi belirlenmistir. Sonuglara
gore, M7 susunun bu metabolitler arasindan yalnizca laktik asiti iirettigi ve laktik asitin
P. aeruginosa PAO-1, P. aeruginosa ATCC 27853, P. aeruginosa ATCC 9027 ve E.
faecalis ATCC 29212 suslari lizerine antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir.

LAB tarafindan iretilen laktik asit gibi organik asitlerin ayrigmamis formlari
patojenlerin  hiicre membranim1  gegerek ayrisip  bakteri  sitoplazmasini
asidiklestirmekte ve dolayisiyla metabolik siirecin bozulmasina sebep olarak etkisini
gostermektedir. Yapilan ¢alismalarda Ped. acidilactici suslari tarafindan iiretilen
laktik asit (Amin ve ark., 2016; Ibrahim ve ark., 2008; Yesillik ve ark., 2011) ve diger
metabolitlerin, P. aeruginosa (Damayanti ve ark., 2014; Jamalifar ve ark., 2011,
Munguia-Villavicencio ve ark., 2015), Salmonella sp. (Damayanti ve ark., 2014,
Kaboré ve ark., 2012), Salmonella enteritidis, E. coli (Damayanti ve ark., 2014;
Iranmanesh ve ark. 2015; Kaboré ve ark., 2012; Noohi ve ark., 2016; Oliveira Riberio
ve ark., 2014) V. alginolyticus, V. harveyi, V. proteolyticus, Yersinia ruckeri (Amin ve
ark., 2016), L. monocytogenes (Barbosa ve ark., 2015; Iranmanesh ve ark.; 2015;
Kaboré ve ark., 2012; Munguia-Villavicencio ve ark., 2015), S. aureus RTCC 1112

90



(Iranmanesh ve ark., 2015; Oliveira Riberio ve ark., 2014; Turhan Eryilmaz, 2011)
Bacillus cereus (Kaboré ve ark., 2012; Oliveira Riberio ve ark., 2014) suslar iizerine

antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmistir.

Bu calisma kapsaminda izole edilen Ped. acidilactici M7 susunun, GIS
kosullarina direnci, antibiyotik duyarlilik profili ve trettigi laktik asit ile patojen
mikroorganizmalara antagonist etkisi, giincel literatiirlerle uyum sagladigindan sus bu

dogrultuda potansiyel probiyotik olarak degerlendirilmistir.

Probiyotik suslarin konak saglig1 tizerinde olumlu etkilerinin yani sira farkl
patojen bakterilerin virulansi iizerine inhibitor aktivitesinin olmasi (Chifiriuc ve ark.,
2010), toplum iliskili - hastane kaynakli enfeksiyonlarin tedavisi ve onlenmesinde
kullanimlarinin énem kazanmasini saglamistir (Elmer ve ark., 1996; Vanderhoof ve
ark., 1999 ve Viswanathan ve ark, 2009). Asit salgilama yetenekleri, bakteriyosinler
ve trettikleri diger metabolitleri ile patojenler tarafindan olusturulan enfeksiyonu
notralize edebilecekleri gibi, konagin inflamatuvar ve immiin cevabini
diizenleyebilecek yapida mikroorganizmalar olmalari, viicudun diger bolgelerindeki
Klinik enfeksiyonlarin tedavisinde de kullanilabileceklerini diisiindiirmektedir
(Harder, 2002; Hessle ve ark, 2000; Gan ve ark., 2002 ve Reid, 2001).

Buna dayanarak calismamizda probiyotik  potansiyeli  belirlenen
Ped.acidilactici M7 susu tarafindan tiretilen laktik asitin hastane enfeksiyonu etkenleri
arasinda Onemli yere sahip olan P. aeruginosa izolatlarin CA sistemi sinyal
molekiilleri ve virulans faktorlerinin tiretimi tizerine inhibitor etkisi arastirilmistir. CA
sisteminin inhibisyonu {izerine yapilan ¢aligmalarda kullanilan inhibitor adaylarinin
bakteri gelisimini engellemeyip sistem iizerine inhibitdr aktivitesinin olmasi
beklenmektedir. Yaptigimiz bu calismada, CA sisteminin kisa zincirli sinyal
molekiilleri iizerine potansiyel inhibitor adayi olarak tespit edilen laktik asitin, klinik
P. aeruginosa izolatlariin kayma-yiizme-titreme, elastaz, proteaz, piyosiyanin,
ramnolipid ve biyofilm aktivitesi lizerine etkisi arastirilmigtir. CA sisteminin devreye

girmesini saglayan sinyal molekiillerinin iiretiminin inhibisyonunun, bakterilerin
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koordineli hareket edememesine, virulans faktorlerinin tiretiminin bloke edilmesine,
patojenite olusumunun engellenmesine sebep olacagi, dolayisiyla bakterinin basarili

bir enfeksiyon siireci ger¢eklestiremeyecegini diisiindiirmektedir.

Laktik asit, LAB’1n fermentasyon metabolizmasi sonucunda olusan bir organik
asittir.  Asitlestirici, tatlandirici, pH tamponlayict ajan ya da gidalarda bakteriyel
bozunma inhibitorii olarak kullanilmaktadir. Laktik asit iiretimi kimyasal sentez ve
karbonhidrat fermentasyonu ile gergeklesebilmektedir. Karbonhidrat fermentasyonu
nispeten daha ucuz ve tercih edilen bir yontemdir. Pediokoklar tarafindan da iiretilen
laktik asitin Pseudomonas, Salmonella vb. bir¢cok patojene karsi antimikrobiyal
aktivite gosterdigi bizim c¢aligmamiz da dahil olmak iizere bircok arastirmada
gosterilmistir (Damayanti ve ark., 2014; Jamalifar ve ark., 2011; Munguia-

Villavicencio ve ark., 2015).

Calismamizda Ped. acidilactici M7 tarafindan tiretilen laktik asitin miktar
tayini YBSK ile gergeklestirilmis ve susun 5,59-5,94 mg/mL arasinda laktik asit
iirettigi belirlenmistir. Ozcelik ve ark. (2016) da calismalarinda Ped. acidilactici
tarafindan tiretilen laktik asit miktarim 2,34-2,40 mg/mL, Okori (2014), Lactobacillus
plantarum tarafindan firetilen laktik asit miktarimi1 280,16 mg/mL olarak YBSK
yontemi ile belirlemigler; Cotar ve ark. (2013) ise yenidogan gaitasindan izole ettikleri
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei susunun 4,95 mg/mL laktik asit {irettigini
kapiler elektroforez ile saptamislardir. M7 susu tarafindan iiretilen laktik asitin klinik
P. aeruginosa izolatlari {izerine MiK degeri makrodiliisyon yontemiyle aragtirilmis ve
0,698-0,742 mg/mL arasinda degistigi saptanmistir. Okori (2014), laktik asitin en
yiiksek inhibitor aktiviteyi P. aeruginosa izolatlari {izerine gosterdigini rapor etmis,
Cotar ve ark. (2013) ise Lactobacillus paracasei subsp. paracasei tarafindan tiretilen
laktik asitin P. aeruginosa izolatina karst MIK degerini 0,875 mg/mL olarak

saptamislardir.

Bu c¢alismada M7 susu tarafindan dretilen laktik asit, sub-inhibitor

konsantrasyonda klinik P. aeruginosa izolatlari ile bir araya getirilmis ve bakterilerin
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hem CA davranisi hem de CA sistemi tarafindan kontrol edildigi bilinen kayma-
yiizme-titreme hareketi, elastaz, proteaz, piyosiyanin, ramnolipid ve biyofilm

aktivitesi tizerine inhibitor etkisi incelenmistir.

Idrar, yara, kulak akintis1, trakeal aspirat, balgam, kateter drneklerini igeren
toplam 141 P. aeruginosa izolatt CA sinyal molekiilleri ve irettikleri virulans
faktorleri acisindan degerlendirilmistir. Kisa-uzun zincirli AHL ve test edilen tiim
virulans faktorlerini {rettigi bilinen P. aeruginosa PAO-1 susu kontrol olarak
calisilmigtir. Buna gore 141 izolatin tiimiiniin uzun zincirli AHL, 84 {iniin ayrica kisa
zincirli AHL {irettigi belirlenmistir. Bakterilerin viicuttan izole edildigi bolge ile CA
sinyal molekiilii {iretimi arasinda istatiksel agidan anlamli bir iliski olmadigi
saptanmigtir (p=0,655) ve bu bulgunun diger calismalarla desteklendigi belirlenmistir
(Hanger Aydemir, 2012; Onal, 2005 ve Onem, 2013). Laktik asitin subMIK degerde,
P. aeruginosa izolatlarinin uzun zincirli AHL fiiretimini engellemedigi ancak kisa
zincirli AHL ireten suslarin 64’iiniin sinyal molekiilii iiretimini inhibe ettigi
saptanmigtir. Almasoud ve ark. (2016), standart laktik asitin E. coli ve
S.typhimurium’un CA sinyal molekiilii tiretimini engelledigini, Park ve ark. (2014),
Lactobacillus sakei ile birlikte iretilen E. coli O157:H7’nin CA sinyal molekiili
tretiminin engellendigini, Cotar ve ark. (2013), Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei tarafindan iretilen laktik asitin P. aeruginosa CA gen ekpresyon
seviyelerini azalttigini, Chifiriuc ve ark. (2009) ise laktobasil suslari tarafindan
tiretilen fenil laktik asitin P. aeruginosa CA sinyal molekiilii tiretimini inhibe ettigini

rapor etmislerdir.

Yapilan antibiyotik duyarlilik testi sonucuna gore suslarin % 24’{iniin iki ya da
daha fazla antibiyotige direngli oldugu belirlenmistir, ancak suglarin antibiyotik
direnci ile AHL sinyal molekiilii iiretimi arasinda anlamli bir iliski olmadigi
saptanmistir. Onem (2013) de c¢alismasinda AHL sinyal molekiilii iiretimi ve

antibiyotik direnci arasinda anlaml bir iligki bulunmadigini belirtmistir (p>0,05).
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P. aeruginosa’nin kayma, yiizme, titreme olarak belirlenen 3 tip motilitesi s6z
konusudur. Yiizme ve kayma hareketi kirpik bagimli iken, titreme hareketi tip IV pilus
bagimlidir (Rashid ve Kornberg, 2000 ve Toutain ve ark., 2005). Laktik asitin subMiK
degerde kisa zincirli AHL {iretimi engellenen P. aeruginosa izolatlarinin kayma,
yiizme, titreme hareketlerini sirastyla; % 72, % 64, % 46; AHL negatif izolatlarin ise
% 81,5, % 83, % 56 oraninda inhibe ettigi saptanmistir. Kontrol susu PAO-1’in ise
kayma ve yiizme aktivitesi laktik asit tarafindan inhibe edilmis ancak titreme hareketi
tizerine herhangi bir inhibitor aktivite saptanmamigtir. Motilitenin yaninda bakterinin
epitel hiicrelere adezyonundan ve kolonizasyonundan sorumlu olan kirpik ve pilus
bagimli kayma-yiizme-titreme hareketlerinin % 50’den fazla inhibisyonunun
bakterinin dokulara tutunmasi ve enfeksiyon olusumunun baslangici olarak goriilen bu

basamaktaki aktivite kayb1 6nemli bir virulans inhibisyonu olarak belirlenmistir.

Ped. acidilactici M7 tarafindan dretilen laktik asitin, P. aeruginosa
izolatlarinin % 27’sinin proteaz aktivitesini, % 20’sinin ise elastaz aktivitesini % 50 —
100 oraninda inhibe ettigi ve bu inhibisyon ile AHL sinyal molekiilii {iretiminin
engellenmesi arasinda anlaml bir iliski olmadig1 saptanmistir. Elastaz ve proteaz
tiretimleri % 100 kabul edilen PAO-1 susunun elastaz ve proteaz aktivitelerini ise
laktik asitin sirasiyla; % 47, % 54 oraninda engelledigi belirlenmistir. P. aeruginosa
tarafindan Uretilen elastaz ve proteaz, bakterinin elastolitik aktivitesinden, akciger
alveollerinin ve kan damarlarinin yapisinin bozulmasindan sorumlu olan sinerjik etkili
enzimlerdir. Calismamizda bakterilerin virulansinda biiyiik role sahip olan bu
enzimlerin aktivitesinin laktik asit tarafindan yariya yakin ya da yaridan fazla oranda
inhibisyonunun bakteri patojenitesinde 6nemli virulans kayiplarina neden olabilecegi

diistiniilmektedir.

Piyosiyanin, birgok bakteri tiiriine karsi inhibitor 6zelligi olan, bakteriye
rekabet sansi taniyan ve akcigerde doku hasarina sebep olan bir pigmenttir.
Calismamizda, P.aeruginosa izolatlarinin % 20°sinin laktik asit etkisinde piyosiyanin
tiretimlerinin % 50 — 100 oraninda, PAO-1 susunun aktivitesinin ise % 48 oraninda
inhibe edildigi belirlenmistir. Izolatlarin piyosiyanin aktivitesindeki inhibisyon ile

AHL sinyal molekiilii liretiminin engellenmesi arasinda anlamli bir iliski olmadig
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saptanmistir. PSeudomonal enfeksiyonlarin patogenezinin ve enfeksiyonun olustugu
bolgedeki biyolojik sistemlere toksik etkilerinin bu virulans faktori ile alakali oldugu
yapilan ¢alismalarla saptandigindan, ¢alismamizda elde edilen piyosiyanin {iretiminin
% 50 ya da daha fazla oranda inhibe edilmesine dair bulgularin, P. aeruginosa
enfeksiyon  siirecinde  Onemli  virulans kayiplart  ortaya  ¢ikarabilecegi

degerlendirilmistir.

Ramnolipid, biosiirfaktan etkisiyle akciger fosfolipidlerinin yapisin1 bozan
hemolitik etkili bir molekiildiir. Bu ¢alisma kapsaminda, Ped. acidilactici M7 susu
tarafindan iretilmis laktik asitin P. aeruginosa izolatlarinin ramnolipid aktivitesine

inhibitdr etkiye sahip olmadigi belirlenmistir.

Biyofilm, bakterinin besin yoklugu, degisen ortam kosullari, antibiyotik,
dezenfektan vb. stres faktorlerine dayanikliligini saglayan polisakkarit yapida bir
matriks, bakterinin konak savunmasindan korunmasini saglayan en 6nemli virulans
faktorlerinden biridir. P. aeruginosa izolatlarinin % 37’°sinin biyofilm olusumu laktik
asit etkisi altinda % 50 — 69 oraninda inhibe edilmistir ve bu inhibisyon ile AHL sinyal
molekiilii tiretiminin engellenmesi arasinda anlamli bir iligki olmadig1 saptanmuistir.
Kontrol olarak ¢alisilan PAO-1 susunun biyofilm aktivitesinin ise baslangica gore
%57 oraninda inhibe edildigi saptanmistir. Siiregen P. aeruginosa enfeksiyonlarinda
biyofilm iireten mukoid suslar goze carpmaktadir. Calismamizda bakterinin
patogenezinde 6nemli rol oynayan biyofilm olusumundaki yiiksek oranda eksilmenin
ya da biyofilm tabakasindaki ¢oziilmenin artmasinin daha duyarli suglarin olusmasina

sebep olacagi sonucuna varilmistir.

Bu calisma kapsaminda incelenen virulans faktorlerinden elastaz, proteaz,
biyofilm aktivitesi ve rhl sisteminin diizenlenmesi, las sisteminin kontrolii altinda yani
3-0kso-C12-AHL’nin sentezlenmesine bagli olarak gerceklesmektedir. Las sistemi
hiyararsik tstiinltigii ile rhl sistemi sinyal molekiilii C4-AHL tarafindan diizenlenen
elastaz, piyosiyanin ve ramnolipid aktivitesini de etkilemektedir. Ped. acidilactici M7

susu tarafindan iiretilen laktik asit, las sistemi sinyal molekiilii olan 3-0kso-C12-AHL
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lizerine inhibitdr etki gostermemis, rhl sistemi sinyal molekiilii olan C4-AHL’yi inhibe
etmigtir. Bu sinyal molekiiliiniin laktik asit etkisi altinda inhibisyonu sonucunda
izolatlarin elastaz, piyosiyanin ve diger virulans aktivitelerinde belirli oranlarda
inhibisyon goriilmesine ragmen ramnolipid {retiminin aynen devam ettigi
saptanmistir. Deziel ve ark. (2005)’nin da c¢alismalarinda belirttikleri gibi, bizim
calismamizda da las ve rhl sistemleri arasindaki baglantinin, CA bagiml faktorlerden
ramnolipid iretimini etkilemesinin, izolatlarda kisa zincirli sinyal molekiilii
inhibisyonuna ragmen ramnolipid iiretiminin aynen devam etmesine sebep oldugu
saptanmigtir. Hatta las sisteminin etkisiyle, mevcut inhibisyon saglanan virulans
faktorlerinde daha biiyiik kayiplarin olugmasinin engellendigi ve bu durumunda las ve
rhl sistemlerinin virulans faktorlerinin diizenlenmesinde birlikte rol almasina bagli

olarak ortaya ¢iktig1 sonucuna varilmistir.

CA sistemi tarafindan kontrol edildigi bilinen virulans faktdrlerinin liretiminin
inhibisyonunun bakterinin enfeksiyon siirecinde 6nemli aksamalara sebebiyet verecegi
aciktir. Howe ve Iglewski (1984), ¢alismalarinda alkalen proteaz liretimleri azaltilan
suslarin, farelerde gelistirilen travmatik géz modelinde kolonize olmadiklarint ve
kornea hasari olusturamadiklarini rapor etmistir. Tang ve ark. (1996), regiilator
proteini kodlayan lasR geninin mutasyonu sonucunda P. aeruginosa suslarinin
virulansinda azalma meydana geldigini saptamiglardir. Wu ve ark. (2001), lasl ve rhll
genleri mutasyona ugramig P. aeruginosa suslarinin immiin sistem cevabindan daha

cabuk etkilendiklerini belirtmislerdir.

Bugiine kadar, P. aeruginosa CA sisteminin inhibisyonu ve ayni zamanda
virulans faktorleri iizerine probiyotik mikroorganizmalarin tirettigi organik asitlerden
direkt yararlanilarak yapilan sinirl sayida ¢alisma bulunurken, pediokoklarla ilgili ise
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Cotar ve ark. (2013), Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei probiyotik susunun iirettigi laktik asit ve asetik asitin P. aeruginosa
AHL molekiilii ekspresyonunu azaltmanin yaninda susun biyofilm olusumunu
engelledigini belirtmislerdir. Calismamiz suslarin tirettigi laktik asit miktarlari, klinik
izolatlar {izerine belirlenen MIK degerleri ve organik asitlerin CA sistemi ve biyofilm

aktivitesi inhibisyonu agisindan benzerlik géstermektedir. Ayrica; Alexandre ve ark.
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(2014), baz1 laktobasil suslarmin P. aeruginosa CA sistemini inhibe ettigini, Varma
ve ark. (2011), Lactobacillus fermentum’un salgiladigi bilesiklerle bir¢ok P.
aeruginosa susunun gelisimini, sitotoksisitesini, biyofilm olusumunu ve elastaz
iretimini inhibe ettigini, Forestier ve ark (2008), oral olarak alinan Lactobacillus casei
subsp. rhamnosus 35 susunun P.aeruginosa tarafindan olusturulan solunum yolu
enfeksiyonunu anlamli derecede geciktirdigini, Valdez ve ark., (2005) Lactobacillus
plantarum’un metabolitlerinin etkisiyle P. aeruginosa patojenitesini, elastaz ve
biyofilm olusumunu, CA sinyal molekiili olusumunu (AHL) inhibe ettigini

saptamiglardir.
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5. SONUC VE ONERILER

Arastirmacilar tarafindan belirlenen klinik P. aeruginosa suslarindaki artan
antibiyotik direnci, antibiyotik tedavisine yeni alternatiflerin bulunmas: arayigini
dogurmustur. Konak hasarina ve hastaligima sebep olan virulans faktorleri gibi
enfeksiyon olusumunda ana fonksiyonlar1 hedef alan alternatif yaklasimlar tedavi edici
ajan gelisiminde en yeni stratejiler olarak sunulmaktadir. Bu yaklasimlarin, bakteriyel
hedeflerin genisletilmesi, konak endojen mikrobiyomunun korunmasi ve direng
azalmasi ile sonuglanacak etkide segicilik saglama gibi bir¢cok potansiyel avantajlari
bulunmaktadir. Virulans faktorlerinin  diizenlenmesinin inhibisyonu {izerine

aragtirmalar daha ¢ok CA sistemi {lizerine odaklanmistir (Cotar ve ark., 2013).

Diinya ¢apinda birgok arastirmaci MDR P. aeruginosa suslarinin virulans ve
patojenitesinin inhibisyonu amaciyla kullanilacak en uygun CA inhibitoriinii bulmaya
odaklanmistir. Coklu ilag direngli bakterilere karsi devam eden savasta CA
inhibitorleri yeni umut vaadetmesine ragmen hala tam anlamiyla belirgin degildir
ancak sonuglar kesinlikle timit vericidir. CA inhibitdrleri bir¢ok virulans faktoriiniin
ekspresyonunu azaltarak diizenlemenin yaninda ayni zamanda biyofilm olusturan
bakterilerin konvansiyonel antimikrobiyal tedaviye ¢ok daha duyarli hale gelmelerini
saglamaktadirlar. Simdiye kadar ¢ok sayida CA inhibitdrii incelenmesine ragmen,
hipotiosiyanid disinda bu bilesiklerin higbiri P. aeruginosa enfeksiyonlarinin
tedavisinde klinik uygulamalarda kullanilmamistir (Bosgelmez-Tinaz, 2013 ve Georgi
ve ark., 2011).

Bu calisma kapsaminda Ped. acidilactici M7 potansiyel probiyotik susu
tarafindan salgilanan laktik asit, P. aeruginosa izolatlarinin gelisimi iizerine inhibitor
aktivite gostermistir. Ayn1 zamanda CA sistemi kisa zincirli AHL molekiilii olan C4-
AHL’nin {iiretimini engellemis ve CA sistemi tarafindan diizenlenen kayma-ylizme-
titreme, elastaz, proteaz, piyosiyanin ve biyofilm iiretimleri iizerine belirli oranlarda
inhibitor aktivite gostermistir. P. aeruginosa enfeksiyonlariyla savasta probiyotik

mikroorganizmalarin salgiladig organik asitler tarafindan patojen
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mikroorganizmalarin virulans faktorlerinin ekspresyonunu diizenleyen CA sisteminin

inhibisyonu yeni bir silah olarak sunulmaktadir.

Bu ¢aligma, antimikrobiyal terapiye mikroorganizmalarin dogal olarak iirettigi
¢oziinebilir bilesiklerden yararlanilarak gelistirilecek yeni bir alternatif tedavi sekli
olusturmasi acisindan O6nem arz etmektedir. Homo- ve heterofermentatif yapida
probiyotik suslardan elde edilecek organik asitlerin siklikla kullanilan
antipseudomonal tedavilerle birlikte hareket ederek patojen mikroorganizmalarin CA
sistemleri ve virulans faktorleri iizerinde inhibitér aktivitenin arttirilabilecegi

distiniilmektedir.

Bu ¢alismada elde edilen verilere gore P. aeruginosa virulansinin inhibisyonu
icin virulans faktorlerinin yaninda rhl sistemini kontrol altinda tutan las sisteminin
yani bu sistemi uyaran 3-okso-C12-AHL sinyal molekiiliiniin inhibisyonunun daha
bliytik virulans kayiplarina yol agacagi sonucuna varilmistir. Probiyotik suslardan elde
edilecek daha gii¢lii organik asitleri igeren las sistemi inhibitorlerinin P. aeruginosa
suglarinin atteniiasyonunda ve enfeksiyonlarinin eradikasyonunda antimikrobiyallerle

birlikte kuvvetli ajanlar olarak yer alabilmesi yapilacak ¢aligmalarla desteklenmelidir.
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OZET

Pseudomonas aeruginosa Cogunlugu Algillama Sistemi Ve Virulans Faktérleri Uzerine
Potansiyel Probiyotik Bir Susun Organik Asitlerinin Etkisi

Patojen bakteriler konag: enfekte etmek ve hastalik olusturmak amaciyla bir seri
virulans faktorii tiretirler. Birgok farkli Gram negatif patojenin virulans faktorlerinin tiretimini
diizenlemek amaciyla N-agil-homoserin lakton tiirevi sinyal molekiilleri {iretmek suretiyle
birbirleriyle haberlestikleri bilinmektedir. Cogunlugu algilama olarak adlandirilan bu olayin
biyoliiminesans, antibiyotik biyosentezi, plazmid konjugasyonu, virulans faktorlerinin
iiretimi, biyofilm olusumu gibi bakteriye ait gesitli faktorlerin diizenlenmesinde kullanildigi
belirlenmistir. insanlarda farkli tipte pek cok enfeksiyona neden olan Pseudomonas
aeruginosa’nin virulans mekanizmasi da sinyal molekiillerinin tretimi dogrultusunda,
¢ogunlugu algilama sistemi tarafindan kontrol edilmektedir. Virulans faktorlerinin tiretilmesi
patojenitenin olusturulmasi agisindan O6nem tasimaktadir. Giiniimiizde biyoteknolojik
calismalar, AHL antagonistlerinin gelistirilmesine odaklanmistir. Bu tip molekiillerin
kullanimi bakteriler arasi haberlesmenin bloke edilerek virulansin azaltilmasi ve dolayisiyla
enfeksiyonlarin kontroliine firsat verecek yeni bir tedavi yaklagimi olarak diistiniilmektedir.
Bu ¢alisma kapsaminda izole edilen Pediococcus acidilactici susunun potansiyel probiyotik
ozellikleri belirlenmis ve Susun trettigi laktik asitin miktar tayini yliksek basarimli sivi
kromatografisi ile gerceklestirilmistir. Laktik asitin sub-inhibitér konsantrasyonlarda klinik
Pseudomonas aeruginosa izolatlarimin ¢ogunlugu algilama sistemi ve virulans faktorleri
tizerine etkileri degerlendirilmistir. Laktik asitin, Pseudomonas aeruginosa izolatlarinin kisa
zincirli AHL firetimini engelledigi ve CA sistemi tarafindan diizenlenen kayma-yiizme-
titreme, elastaz, proteaz, piyosiyanin ve biyofilm iiretimleri tizerine belirli oranlarda inhibitor
aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Cogunlugu algilama, Pediococcus acidilactici, Pseudomonas
aeruginosa, Virulans faktor, YBSK
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SUMMARY

Effects Of Organic Acids Produced By A Potential Probiotic Strain On Pseudomonas
aeruginosa Quorum Sensing And Virulance Factors

Pathogen bacteria produce a series of virulance factors to infect host and cause
diseases. It is known that many different Gram negative pathogen communicate with each
other by producing N-acyl-homoserine lacton derivative signal molecules to regulate the
production of virulence factors. It’s been discovered that this communication method, named
as quorum sensing, is used in the regulation of diverse bacterial factors like bioluminescence,
antibiotic biosynthesis, plasmid conjugation and the production of virulence factors as biofilm
formation. Virulence mechanisms of Pseudomonas aeruginosa, which causes various types of
infections in humans, are also regulated by quorum sensing following the production of signal
molecules. The production of virulence factors has importance in the pathogenity formation.
Nowadays, biotechnological researches are focused on the development of AHL antagonists.
The use of these types of molecules is considered to be a new treatment approach for blocking
communication between bacteria and reducing virulence, therefore improving infection
control. In this study, potential probiotic properties of isolated Pediococcus acidilactici strain
was determined and a high performance liquid chromatography method was performed for
quantification of its lactic acid. Lactic acid was combined with clinical Pseudomonas
aeruginosa isolates at sub inhibitor concentrations to evaluate its effects on quorum sensing
system and virulence factors. It has been determined that lactic acid has an inhibitory effect
on short-chain AHL production and swarming-swimming-twitching motility, elastase,
protease, pyocyanin and biofilm production of Pseudomonas aeruginosa isolates that
regulated by the quorum sensing system.

Keywords: Pediococcus acidilactici, Pseudomonas aeruginosa, Quorum sensing, Virulans
factor, HPLC
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BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Arastirmanin Adi:
Pseudomonas aeruginosa ¢ogunlugu algilama sistemi ve virulans faktorleri {izerine potansiyel

probiyotik Pediococcus acidilactici susunun organik asitlerinin etkisi

Arastirmanin anlagihir adi(Halk diliyle):
Insanlar i¢in yararl bir mikrobun (Pediococcus acidilactici) olusturdugu asidik maddelerin

hastalik yapan birtakim mikroplarin (Pseudomonas aeruginosa) haberlesmesi {izerine etkisi

Sorumlu Arastirici: Prof.Dr. Nurten ALTANLAR

Arastirmamin Yiiriitiilecegi Yer: Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik

Mikrobiyoloji Anabilim Dali

-Saym veli

Bebeginizin asagida konusu ve amact belirtilmis bir arastirma caligmasina katilmasi
istenmektedir. Bebeginizin ¢aligmaya katilip katilmama karar1 tamamen size aittir. Katilmak
isteyip istemediginize karar vermeden Once arastirmanin neden yapildigini, bebeginize ait
bilgilerin nasil kullanilacagini, calismanin neleri i¢erdigini ve olasi yararlarimi, risklerini ve
rahatsizlik verebilecek konulari anlamaniz 6nemlidir. Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice
okumak i¢in zaman aymrmiz ve eger istiyorsaniz 6zel veya aile doktorunuzla konuyu
degerlendiriniz. Eger calismaya katilmaya karar verirseniz imzalamaniz igin size bu
Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu verilecektir. Calismadan herhangi bir zamanda
ayrilmakta Ozgiirslinliz. Eger isterseniz, bebeginizin bu ¢alismaya katilmasiyla ilgili olarak
hekiminiz/aile doktorunuz bilgilendirilecektir. Arastirma igin bebeginizin gaita (diski)
Ornegine ihtiyacimiz var. Arastirma i¢in sizden veya bagli bulundugunuz 6zel sigorta veya

resmi sosyal giivenlik kurumundan herhangi bir iicret talep edilmeyecektir.
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Arastirmanin Konusu ve Amaci

Mikroplar, insan viicudunu hastalandirmak igin birbirlerine kiigiik sinyaller gondererek
haberlesir. Bu haberlesmeye cogunlugu algilama denir. Insanlari hastalandiran bircok
mikrobun birbiriyle haberleserek hastalik olusturdugu bilinir. Mikroplar1 dldiirmek igin
mevcut ilaglar disinda farkli maddelere ihtiyag duyulmaktadir. Ciinkii aym ilaglarn stirekli
kullanilmasi, o ilaglarin mikroplar1 6ldiirmemesine neden olmaktadir. Anne siitii ile beslenen
bebek viicudunda, insanlar i¢in yararli birgcok mikrop bulunmaktadir. Bu yararli mikroplarin
rettigi birgok madde hasta olmamiza neden olan zararli mikroplari oldiriicii etki
gostermektedir. Bu calismada sadece anne siitii ile beslenen ve hi¢ antibiyotik tedavisi
gérmemis yeni dogmus bebek kakasindan elde edilecek, insan sagligina yararli bir mikrobun

olusturdugu asitlerin hastalik yapan mikroplarin haberlesmeleri iizerine etkisi arastirilacaktir.

Arastirmada Uygulanacak Yontemler

Steril bir kap verilerek bebeginizin kaka 6rneginin velisi (yasal temsilcisi) tarafindan alinmasi
istenecektir.

Bu islem, hastada hi¢bir risk olusturmaz ve herhangi bir saglik sorununa neden olmaz.

Arastirmanin Deneysel Kisimlari ve Yararlar

Arastirmamiza Ankara Dr. Sami Ulus Kadin Dogum Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Egitim ve
Aragtirma Hastanesi Yenidogan Poliklinigi’'nde dogan ya da kontrol amaciyla gelen, sadece
anne siitii ile beslenen, 0-3 ay ve hi¢ antibiyotik tedavisi almamis 100 goniillii yenidogan
katilimimin olmasi beklenmektedir. Bebeginizin arastirmaya katilim siireci kaka orneklerinin
Ankara Dr. Sami Ulus Kadin Dogum Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma
Hastanesi Yenidogan Poliklinigi’nde alinmasi ile son bulacaktir.

-Alinan ornegin incelemesi, Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda yapilacaktir.

Bu aragtirmada bebeginizin diskisindan elde edilecek yararli bir mikrobun {irettigi asitlerin,
insanlara zarar veren bir diger mikrop grubunun hastalik yapma o6zelliklerini engelleyip
engellemedigi arastirilacaktir. Insan viicudunda dogal olarak bulunan, yararli bir mikrobun
asitlerinin, zararli mikroorganizmalarin haberlesmesini engelleyerek hastalik tedavilerine
yardimei ve insan yararina kullanilabileceginin belirlenmesi agisindan bu ¢alisma dnem arz

etmektedir.

Kisisel Bilgilerin Kullanim

Degerlendirmede bebeginizin sadece anne siitii ile beslendigi, yas1 ve Ornegin alindigi

donemden nce hig antibiyotik tedavisi alip almadigina dair bilgi alinacaktir.
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Izleyiciler, yoklama yapan kisiler, Etik Kurul, Bakanlik ve diger ilgili saglik otoritelerinin
goniilliiniin  orijinal tibbi kayitlarina dogrudan erigimleri bulunabilecektir. Yazili
bilgilendirilmis Goniillii Olur Formunun imzalanmasi ile goniillii ve/veya yasal temsilcisi s6z
konusu erisime izin vermis olacaktir.

Bebeginizden alinan tiim bilgiler gizli tutulacak, mahremiyete azami dikkat gdsterilecektir.

OArastirma kapsaminda alinan bebeginize ait biyolojik 6rnegini (digki) baska aragtirmalarda
kullanilip kullanilmamasi ile ilgili olarak lLitfen asagidaki kutucuklarin uygun olanini

isaretleyiniz.

Goniilliiniin Bilgi Alabilecegi Kisiler/Arastirmacilar:

1. Prof.Dr. Nurten ALTANLAR
Adres: Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim
Dal1, Tandogan/Ankara
Telefon: 05324424312

2. Ars.Gor. Uzm. Merve Eyliil KIYMACI
Adres: Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasatik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Tandogan, Ankara
Telefon: 05304589799

3. Dog.Dr. Aysegiil ZENCIROGLU
Adres: Ankara Dr. Sami Ulus Kadin Dogum Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Egitim ve
Aragtirma Hastanesi Yenidogan Poliklinigi, Babiir Caddesi No:44, Altindag, 06080
Ankara
Telefon: (0312) 305 6000
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Calismava Katilma Onay1

”Pseudomonas aeruginosa c¢ogunlugu algilama sistemi ve virulans faktorleri {izerine

potansiyel probiyotik Pediococcus acidilactici susunun organik asitlerinin etkisi” baslikli

arastirma ile ilgili hazirlanan bu bilgilendirilmis olur formunu okudum ve anladim. Bebegimin

bu aragtirmaya katilmasini kabul ediyor ve bu onay belgesini kendi hiir irademle imzaliyorum.

Bu onay, ilgili hi¢bir kanun ve yonetmeligi gecersiz kilmaz. Doktorum saklamam i¢in bu

belgenin bir kopyasini ¢aligma sirasinda dikkat edecegim noktalar1 da icerecek sekilde bana

teslim etmigtir.

* Aragtirmasi kapsaminda alinan bebegimin biyolojik 6rneginin (kaka)

[ Sadece yukarida bahsi gegen arastirmada kullanilmasina izin veriyorum.

Ulleride yapilmasi planlanan tiim arastirmalarda kullamilmasina izin veriyorum.

U Hicbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.

Goniillii Adr Soyadh: Tarih -

Adres ve Telefon:

Alinan Numune Ornegi Gaita

Goniillii Durumu —
Yas: Cinsiyet:

Veli / Vasinin Adi Soyadi:

Tarih ve Imza:

Adres ve Telefon:

Arastirmact™* Adi Soyadi:

Tarih ve Imza:

Adres ve Telefon:

*:Goniilliiyii arastirma haklkinda bilgilendiren kisi
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EK-3

e, T.C. I
f % ANKARA UNIVERSITESI REKTORLUGU
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigi

1948

Sayr : 64299502-604.01.03/E.46905 08.08.2016
Konu : 1410237003 Kod Nolu Projenizin Sonug
Raporu

Sayin Prof. Dr. Nurten ALTANLAR
Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali

flgi  :20.06.2016 tarihli yazinz.

Yoneticisi bulundugunuz 1410237003 kod nolu "Pseudomonas aeruginosa ¢ogunlugu
algilama sistemi ve virulans faktorleri iizerine potansiyel probiyotik Pediococcus acidilactici .
susunun organik asitlerinin etkisi" bashkli Lisansiisti Tez (Doktora) projenize ait Sonug
Raporunuz, Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonunun 05.08.2016 tarih ve 05 say1l toplantisinda
alinan kararla kabul edilmistir.

Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimine gosterdiginiz ilgi ve gergeklestirdiginiz
caligma igin tesekkiir eder, arastirma sonuglarinin ozellikle bilimsel atif indekslerine giren
uluslararasi bilimsel dergilerde, nitelikli bir yayma déniistiiriilmesi ve uygunlugu durumunda patent
ve faydali model haklarinin alinmasina miiracaatlarimzi bekledigimizi bir kez daha belirtmek
1sterim.

Bilgilerinizi ve geregini saygilarimla rica ederim.

NOT: BAP Komisyonumuz tarafindan kabul edilen sonug raporunuzun son halini kabul tarihinden
itibaren en geg¢ 1(bir) ay icerisinde Birimimizden temin ettiginiz cilt kapag ile ciltlenmis ve CD -
ortamina yiiklenmis halde Koordinatdrligiimiize teslim etmeniz gerekmektedir.

R e-imzaldir

Prof. Dr. Erkan IBI$

Rektor
Not: 5070 saytli Elektronik Tmza Kanunu geregi bu belge elektronik imza ile imzalannustir.
Ankara Universitesi Rektorliigii-BAP- 06100 Tandogan / Ankara /ANKARA Bilgi igin:Levent KACMAZ
Telefon No: 0312 21590 01 Bilgisayar isletmeni
e-posta: - Telefon No:(312) 215 90 01-3145
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I- Bireysel Bilgiler

Adi ve soyadi

Dogum yeri ve tarihi
Uyrugu

Medeni durumu

[letisim adresi ve telefonu

I1- Egitimi
Doktora
Yiiksek Lisans
Lisans

Yabanci Dili

111- Unvanlan

Uzman

1V- Mesleki Deneyimi

Aragtirma Gorevlisi
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: Merve Eyliill KIYMACI

: Corlu, 1985
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: Evli
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+90 312 203 31 88.
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