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1. GIRIS VE AMAC

Dogurganlik yasindaki kadmlann vajinal floralarinda dominant olarak
bulunan laktobasiller vajinal saghgin korunmasinda Onemli rol oynarlar.
Laktobasiller, iirettikleri laktik asit, hidrojen peroksit (H,O,) ve antimikrobiyal
maddeler sayesinde patojen mikroorganizmalann vajinada kolonize olmalarmna
engel olurlar. Laktobasiller, glikojen metabolizmas: sonucu iiretilen glikozu
fermente ederek vajinal pH'y1 4.5-5.0'e diisiiriirler.  Asidik pH, oksidasyon
rediiksiyon potansiyelini diigiirerek Escherichia coli (E. coli), Gardnerella
vaginalis (Gardnerella vaginalis), Chlamydia trachomatis (C. trachomatis),
Neisseria gonorrhoeae (N. gonorrhoeae) gibi patojen mikroorganizmalarin
iiremesini asit etkisi ile inhibe ederler (1, 2) Ayrica, laktobasillerin iirettikleri
antimikrobiyal maddeler ile bakteri (3, 4), virus (5) ve mayalan (6) in vitro sartlarda
inhibe ettikleri gosterilmistir.

Laktobasiller, laktokoklar ve diger laktik asit bakterileri ile gida endiistrisinde
oldukca yaygin olarak kullanilan bakteri gruplarindan biridir. Laktik asit
bakterileri veya laktikler olarak adlandirilan bu bakteriler bir ¢ok yiyecek ve
iceceklerin imalatinda, Ornegin peynir yapiminda, siit, sosis, sucuk gibi et
tirinlerinin fermentasyonunda, tursu, salamura gibi yiyeceklerin eksitilmesinde
yaygin olarak kullanilmalar nedeni ile pek ¢ok arastirmaci tarafindan morfolojik,
biyokimyasal ve genetik diizeyde detayli olarak incelenmiglerdir.  Ayrica
fermentasyon igin ticari olarak hazirlanan bu laktik asit bakterilerinin baglatma
kiiltiirlerinin  (starter culture) safliklarinin korunarak diger bakteriler tarafindan
kontamine olmalarimin onlenmesi amaci ile, kullanilan kiiltiir bakterilerinin
bakteriyosin ve bakteriyofaj icerikleri ve bu ajanlara karsi duyarlilik/direnclilik
ozellikleri de arastinlmugtir.

Gida endiistrisinde ©nemli rolleri olan, laktobasillerin bir kisminin insanlarin

agiz boslugu, intestinal sistem ve vajinal floralarinda kolonize olduklar
bilinmektedir. Insan viicudunun normal florasinda yer alan laktobasiller ile ilgili
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caligmalar oldukca smurh sayida olup, bu flora elemanlarinin insan saglig ile
iligkileri tam olarak bilinmemekle beraber normal vajinal florada dominant olarak
bulunan laktobasillerin bagta bakteriyel vajinozis (BV) olmak iizere, diger
mikrobiyal vajinal enfeksiyonlar esnasinda ©nemli derecede azalmasi veya
tamamen ortadan kalkmasi, bunlarin vajinal sagligin korunmasinda dnemli roliiniin
oldugunu gostermektedir. Ancak, vajinal laktobasillerin BV ve diger vajinal
enfeksiyonlarla iligkilerini ortaya koyan, laktobasil populasyonunun bu
enfeksiyonlar esnasinda ortadan kalkmasimin nedenlerini tam olarak aciklayan
calismalar mevcut degildir.

Laktobasillerin vajinal florada biyofilm olusturarak bagta BV olmak iizere
vajinal kandidiyazis (VK) ve cinsel yolla bulagan gonore ve AIDS gibi
enfeksiyonlarin Onlenmesindeki rolleri ile ilgili caligmalar son yillarda 6nem
kazanmugtir.  Epidemiyolojik caligmalarda, saglikli bir vajinal floraya sahip
kadinlarda AIDS basta olmak iizere bakteriyel veya maya orjinli vajinitlerin daha
az siklikta goriildiigii belirtilmektedir (7). Vajinal laktobasil populasyonunun
azaldig1 menapozdaki kadinlarin HIV ve diger vajinal enfeksiyonlara karsi daha
duyarli olduklari, laktobasillerin olusturdugu H,0,, laktik asit, asetik asit,
bakteriyosin gibi diger metabolitlerle bu patojenlerin inhibe edildigi ileri
siiriilmektedir (8, 9, 10).

BV’nin olugumundaki nedenlerin ne olduklar1 tam olarak bilinmemektedir.
Vajinal enfeksiyonlarda, patojen bakterilerin; floradaki laktobasillerin herhangi bir
nedenle azalmasi sonuéu mu arttifi, yoksa patojenlerin bir sekilde dominant
duruma gecmeleri nedeni ile mi laktobasil populasyonun azaldig bilinmemektedir.
BV patojenlerinin genellikle laktobasillerin olugturduklar laktik asit ve H,0,’e
karsi duyarli olduklan diigiiniildiigiinde, BV olusumunda Oncelikle laktobasil
populasyonun azaldifi ve bundan sonra floraya patojen bakterilerin hakim
olduklar1 tahmin edilmektedir. Boyle bir ekolojik dengenin degismesinde vajinal
laktobasilleri baskilayan fakttrlerin neler olabilecegi sorusu akla gelmektedir.

Bu faktorlerden birinin florada yer alan laktobasilleri enfekte eden litik
bakteriyofajlar (faj) veya kromozoma entegre olmus profajlarin olabilecegi
diigiiniilerek bu ¢alisma planlanmigtir. Bakteriyofajlar litik veya lizojenik hayat
sikluslar1 ile duyarli konaklarimi enfekte etmeleri sonucu, konak bakteri
populasyonunun azalmasinda veya ortadan kalkmasinda onemli rol oynarlar.

Vajinal ekosistemde laktobasil bakteriyofajlarinin bu tip bir islevi oldugu, patojen
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mikroorganizmalann vajinada kolonize olmalarina zemin hazirladiklari tahmin
edilmektedir.

Vajinal orjinli laktobasillerin bakteriyofaj igeriklerini saptamak i¢in planlanan
bu calismada, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklan ve
Dogum Poliklinigi ve Trabzon Dogum Hastanesi’'ne cesitli sikayetlerle bas vuran
kadmlardan vajinal siiriintii 5rnekleri almmugtir. Ornekler klinik ve mikrobiyolojik
acidan degerlendirilmistir. Vajinal enfeksiyonlu ve saglikli kadinlarin
siirlintiilerinden laktobasil suglan izole edillerek Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology’de (11) belirtilen kriterlere gore tiir tayinleri yapitmugtir. Izole edilen
laktobasillerin H,O, ve bakteriyosin iiretmeleri, bakteriyofaj iceriklerinin
belirlenmesi, bu bakteriyofajlarin enfekte ettikleri duyarli konaklarin saptanmasi ve
bu ozelliklerin vajinal enfeksiyonlardaki rollerinin aragtirilmasi amaglanmagtir.

B, YOES L CERETIM KORULS
DOKUMANTASYON



2. GENEL BILGILER

2.1. Normal Vajinal Flora

Vajinal mukoza, ¢ok katl1 yass1 epitel hiicreleri ile kapli olup kilcal damarlar,
bartolin bezleri, serviks, tubal ve endometriyal kaviteden salinan transuda adi
verilen bir sekresyon ile nemli tutulur. Transuda epitel hiicreleri, organik yag
asitleri, elektrolitler, proteinler, karbohidratlar ve mikroorganizmalardan olugur (12,
13).

Transudanin mililitresinde yaklagik olarak 108-10° mikroorganizma bulunur.
Normal vajinal mikroflora fakiiltatif anaerobik ve obligat anaerobik bakterilerden
olusmustur. Bu mikroorganizmalardan obligat anaerobik bakteriler fakiiltatif
anaerobik bakterilere oranla bes kat daha fazladir.  Fakiiltatif anaerobik
bakterilerin baglicalar1 Lactobacillus, Corynebacterium, Streptococcus,
Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) ve G. vaginalis tiirleridir. Obligat
anaerobik bakterilerden Peptococcus ve Peptostreptococcus tiirleri ile anaerobik
laktobasiller, Eubacterium ve Bacteroides tiirleri vajinal florada en sik yer alan
bakterilerdir.  Aynca, Mycoplasma hominis (M. hominis) ve Ureoplasma
urealiticum (U. urealiticum) gibi firsat¢1 patojenler ile Candida albicans (C.
albicans) ve Candida tropicalis (C. tropicalis) gibi bazi maya tiirlerine vajinal
florada rastlamilmaktadir (14).

Vajinal epitel hiicreleri prodiiktif ve gebelik donemleri boyunca kadin
cinsiyet hormonlar1 olan Ostrojen ve progesterona maruz kalmaktadir.
Progesteron, uterusu gebelige hazirlayan ve meme bezlerinin gelismesini saglayan
hormondur.  Ostrojen ise vajinada, epitel hiicrelerini uyararak bu hiicrelerde
glikojen depolanmasina, hiicrelerin olgunlagmasina, dolayisi ile yiizeyel tabakanin
kalinlagmasi ve dokiilmesine neden olur. Dokiilen vajinal yiizey epitel hiicreleri,
lizerinde bagh olan mikroorganizmalar1 da beraberlerinde tagir. Vajinal liimene
dokiilen epitel hiicrelerinden agiga cikan glikojen laktobasiller tarafindan fermente
edilir (12, 15, 16).
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Gebelik sirasinda anneden plasental gecisle Ostrojen alan yeni dogan kiz
cocuklarinda vajinal epitel tabakasi 6-8 katlidir ve vajinada bol miktarda laktobasil
bulunur. Fakat bir ka¢ hafta icinde epitel tabakasinin kalinliginda ve laktobasil
populasyonunda azalma goriiliir. Bu gekilde 8 yasina kadar devam eder. Vajinal
epitel tabakas1 8-14 yaslan arasinda yavagca kalinlagsmaya baglar ve prodiiktif
donemde tam olgunluga erigir (15). Prodiiktif donemde normal vajinal
mikrofloraya laktobasiller hakim olur ve vajinal pH 4.5-5.0 arasinda bulunur.
Menapoz doneminde epitel hiicre tabakasi erozyon sonucu incelir, laktobasil
populasyonunda azalma gozlenir ve vajinal pH 6-8 degerlerine ulagir (17).

Normal vajinal mikroflora, hormonlara bagh olarak menstrual siklus, hamilelik,
ortamun pH's1, yag, seksiiel aktivite, dogum kontrol yontemleri, kullanilan ilaglar
ve antibiyotikler, diabetes mellitus ve cerrahi girisimlere bagh olarak degisiklik
gosterir (18, 19). Bunlar vajinal enfeksiyonlarin olusmasi igin predispozan
faktorlerdir.

2.2. Vajinal Enfeksiyonlar

Vajinada en sik goriilen enfeksiyonlar BV, VK ve trikomoniyazis’dir.
Streptokok, stafilokok, E. coli ve diger bakteriyel ve Herpes gibi viral ajanlarla
olugan enfeksiyonlar daha nadirdir. Ayrica, alerjik-kontakt dermatit, deskuamatif,
eroziv idiyopatik vajinit ve Behget sendromu gibi vaskiiler kollajen hastaliklar da
vajinada goriilebilmektedir (12, 19).

BV, G. vaginalis basta olmak lizere Bacteroides spp., Mobilincus spp.,
Peptostreptococcus spp. gibi obligat ve Streptococcus spp., M. hominis ve U.
urealyticum gibi fakiiltatif anaerobik mikroorganizmalar tarafindan olusturulan
vajina enfeksiyonudur (14). BV, nedeni tam olarak bilinmeyen vajinal floranin
bozulmasi, laktobasil populasyonunun azalmasi ve patojen mikroorganizmalarin
artmast ile karakterize bir enfeksiyon hastalifidir. BV’de klasik klinik tani, vajinal
pH artis1, beyaz homojen kivamli akint1 ve siiriintii orneklerinin KOH ile muamele
edildiginde amin veya balik kokusu agia cikmasi ile konulmaktadir (15).

VK, ¢ogunlukla C. albicans, nadir olarak da C. krusei, C. tropicalis gibi
difer maya tiirlerinin etken oldugu bir enfeksiyondur. C. albicans’in vajinal
epitel hiicrelerine daha yiiksek oranda yapigsarak enfeksiyon olusturdugu
bildirilmektedir (20). VK’in klinigi, akic1 veya koyu piiriilan ozellikte akints,



6

kaginti, yerel iritasyon ve kizariklik, vajina, vulva veya her ikisinde de pamukcuk
benzeri plaklarn olusumu ile karakterize edilmektedir (15).

Trikomoniyazis, Trichomonas vaginalis (I. vaginalis)’in olusturdugu
vajinanin parazitik bir enfeksiyonudur. Dogadan veya cinsel yolla bulasan 7.
vaginalis siddetli ve akut inflamatuar bir enfeksiyon tablosu olusturur. Vajinal
florada asemptomatik olarak bulunabilen 7. vagiralis (21) normal flora
bakterilerini fagosite ederek vajinal enfeksiyonlarin olugmasina zemin hazirlar
(22).

2.3. Laktobasiller
2.3.1. Laktobasillerin Morfolojileri ve Ureme Ozellikleri

Laktobasiller degisik biiyiikliikte, silindirik, kokobasil, bazen kisa ¢ubuklar
seklinde, ¢cofu zaman zincir olusturan, hareketsiz ve spor olusturmayan, gram
pozitif bakterilerdir. Genellikle kiigiik, 2-5 mm ¢apinda R tipi, bazi tiirler diizgiin
S tipi koloni olustururlar. Koloniler diizgiin kenarli, konveks, diiz, parlak ve
pigmentsizdir. Uremeleri icin pepton, et ve maya ekstresi, domates suyu,
manganez, asetat, oleik asit esterleri ve Tween 80 gibi kompleks besinler, amino
asit, vitamin ve peptidlere ihtiya¢ gosterirler. Optimum olarak 30-40°C iirerler,
ancak 2°C ile 53°C gibi genis bir sicaklik araliginda da iireme yetenegine
sahiptirler. En iyi pH 5.5-6.2 olan besiyerlerinde ¢ogalirlar. Laktobasillerin bir
cok tiirii aerotolerandir. Mikroaerobik ve anaerobik tiirleri iceren laktobasillerin

mikroaerobik olanlart %5 CO, varlifinda daha iyi iirerler. Izolasyonlan icin en

uygun besiyerleri Lactobacillus MRS ve Rogosa agar besiyerleridir (11, 23).
2.3.2. Laktobasillerin Bulunduklar Yerler

Laktobasiller ¢evrede, tahillarda, siit, et, balik ve fermente iiriinler ile insan ve
hayvanlarin agiz, intestinal kanal, vajina ve diger viicut bolgelerinde yaygin
olarak bulunurlar (23). Laktobasil tiirlerinden L. acidophilus, L. fermentum, L.
casei, L. brevis ve L. salivarius ¢ogunlukla insan agiz florasinda, L. acidophilus,
L. fermentum, ve L. salivarius ince barsakta, L. acidophilus, L. casei, L.

Jermentum ve L.cellobiosus, L.crispatus, L.jensenii ve L.gasseri daha ¢ok



vajinaya yerlesirler (11).

Laktik asit bakterileri veya laktikler olarak adlandinlan bu bakteriler bir ¢cok
yiyecek tiirlerinin imalatinda, drne8in peynir yapmmi, siit, sosis, sucuk gibi et
iiriinlerinin fermentasyonunda, tursu, salamura veya yiyeceklerin eksitilmesinde
onemli rol oynarlar (24). Metchnikoff 1900'u yillarda, fermente siit iiriinlerinde
tespit ettigi laktik asit iireten, gram pozitif bir bakteri tiiriinii Bulgarian bacillus
olarak isimlendirilmig ve 1921 yilinda bu isim Lactobacillus bulgaricus (L.
bulgaricus) olarak degistirilmistir. Uzun yillardan beri yogurt ve siit liriinlerinin
fermentasyonunda, L. bulgaricus ve Sterptococcus thermophilus (S.
thermophilus) kullamilmaktadir (25). L. bulgaricus barsak florasina kolonize
olmayan bir laktobasil tiiriidiir (26). Bununla birlikte, L. acidophilus’un
barsakta daha iyi kolonize oldugunun belirlenmesi ile 1935 yilindan sonra,
fermente siit iiriinlerine L. acidophilus katilmaya baglanmig ve asidofilik siit
iirlinleri piyasaya siiriilmiigtiir. Bunlardan o6zellikle yogurt veya bioyogurt ile
alinan laktobasillerin barsak florasina yerlegsmeleri sonucu patojen bakterilere karsi
dogal bir koruyuculuk saglanmasi amaglanmigtir (25). Laktik asit bakterileri
tarafindan olusturulan organik asit, H,O, ve antimikrobiyal maddelerin kompleks
etkileri ile patojen bakterilerin mukozal yiizeylerde kolonize olmalarinin 6nlendigi
ileri stiriilmektedir (27).

2.3.3. Laktobasillerin Simiflandirilmasi

Laktobasiller ik kez 1894 yilinda Doderlein tarafindan vajinadan izole
edilmigtir. Gram pozitif basil morfolojisinde, spor olugturmayan ve katalaz negatif
olan bu bakteriler Doderlein basilleri olarak isimlendirilmigtir. Glukoz ve
glukonattan gaz olusturmalan, karbohidratlar fermente etmeleri, ireme sicakliklar
ve laktik asit olusturma ozelliklerine gore cins diizeyinde bu bakterilerin ilk
identifikasyonlar1 1901 yilinda Beijerinck tarafindan yapilmugtir. Doderlein
basilleri, L. acidophilus olarak tiir diizeyinde ilkk kez 1928 yihnda Thomas
tarafindan tammlanmugtir (27).

Daha sonraki yillarda bir ¢ok farkli laktobasil tiirleri belirlenmistir.
Laktobasiller, Orla-Jensen tarafindan laktik asit iireten bakteriler sinifinda
incelenerek Streptobacterium, Thermobacterium ve Betabacterium olmak lizere

baglica li¢ grupta toplanmistir. Bu gruplandirmada, karbohidratlar sadece laktik
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asitlere fermente eden homofermentatif ve karblohidratlar1 laktik, asit asetik,
etanol ve CO,’e metabolize eden heterofermentatif bakterilere yer verilmigtir.
Hem homofermentatif hem de heterofermentatif laktobasillerde piruvat ara iiriin
olarak olugmaktadir.  BOylece metabolik olarak laktobasiller, anaerobik
mikroorganizmalardan aerobik mikroorganizmalara gecis bolgesinde yer alilar
(11).

Kandler ve Weiss (11) laktobasilleri klasik karakteristik ozelliklerini goz
Oniine almaksizin, karbohidrat fermantasyonlarina gore 1986'da ii¢ subgruba
ayirnuglardur.

Bu subgruplardan birincisine obligat homofermentatif laktobasiller dahil
edilmistir. Bunlar, heksozu daima Embden-Meyerhof yoluyla laktik asit’e
fermente ederler, fakat pentozu veya glukonati fermente etmezler. Bu subgrup,
vajinal florada sik bulunan L. acidophilus, L. delbrueckii, L. gasseri, L. jensenii,
L. crispatus tiirlerini ve diger L. amylophilus, L. amylovorus, L. animalis, L.
helveticus, L. ruminis, L. salivarius, L. sharpeae, L. vitulinus, L.
yamanashiensis tiirlerini icermektedir.

Ikinci subgrupta fakiiltatif heterofermentatif laktobasiller yer almaktadr.
Bunlar heksozu Embden-Meyerhof yolu ile daima laktik aside veya glukoz
simirlandinlmasi durumunda laktik asit, asetik asit, etanol ve formik asite fermente
ederler. Pentozu fosfoketolaz aracihigi ile laktik ve asetik asitlere fermente
ederler. Bunlar L. agilis, L. casei, L. alimentarius, L. bavaricus, L.
coryniformis, L. curvatus, L. homohiochii, L. maltaromicus, L. murinus, L.
plantarum ve L. sake tiirleridir.

Ugiincii subgrupta ise heksozu laktik asit, asetik asit veya etanole ve CO,',
pentozu Embden-Meyerhof yolu veya fosfoketolaz araciligiile laktik ve asetik
asitlere fermente eden obligat heterofermentatif laktobasiller yer almaktadr.
Bunlann baslicalar1 L. bifermentans, L. brevis, L. buchneri, L. collinoides,
L. confusus, L. divergens, L. fermentum, L. fructivorans, L. fructosus,
L. halotolerans, L. hilgardii, L. kandleri, L. kefir, L. minor, L. reuteri,
L. sanfrancisco, L.vaccinostercus, L. viridescens tiirleridir.

Laktobasillerin oksidatif fosforilizasyon igin sitokrom sistemleri yoktur.
Bununla birlikte son elektron alicisi olarak NADH, ve O,'nin oksidasyonunu
saglayabilen oksidaz ve peroksidaz igeren flavin molekiiliine sahiptirler. Ayrica
laktobasiller siiperoksit dismutaz ve katalaz enzimlerine sahip olmamalarina



ragmen siiperoksitleri manganez yardimiyla parcalarlar.
2.3.4. Laktobasillerin Vajinal Saghk Yoniinden Onemi

Normal vajinal florada dominant olarak bulunan laktobasiller, patojen
bakterilere karsi fiziksel ve kimyasal bir bariyer olugturarak vajinal sagligm
korunmasinda 6nemli rol oynarlar. Laktobasiller, vajinal epiteli kaplayan; su ve
metabolitlerden olusan organik bir polimer matriks icine gdmiilii mikroorganizma
toplulugundan meydana gelen bir biyofilm tabakasi olustururlar (28). Patojen
mikroorganizmalara karsi vajinal epitel yiizeyinde laktobasillerin olusturdugu
biyofilm tabakasi Sekil 1 de gosterilmigtir .

Patojen
mikroorganizmalar

Kimyasal Bariyer

Fiziksel Bariyer
Laktobasil Biyofilm

Vajinal Epiteller

Entekisyonlu Vajinal Flora Saglikli Vajinal Flora

Sekil 1. Vajinada Laktobasillerin Olusturduklar1 Biyofilm Tabakasi.

Bakterilerin epitel hiicrelerine adhezyonu, mukozal membranlardaki
kolonizasyonda O©nemli bir faktordiir. =~ Normal vajinal florada bulunan
laktobasillerin, B gurubu streptokok, N. gonorrhoeae ve G. vaginalis gibi

patojen mikroorganizmalarin vajinal epitel hiicrelerine adhezyonunu interfere
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etme yetenegine sahip olduklari belirlenmistir (29). L. acidophilus'un insan
intestinal hiicre kiiltiirline baglandif1 ve E. coli gibi enterik bakterilerin bu
hiicrelere baglanmalarini 6nledigi gosterilmistir (30).

Laktobasiller, fermentatif metabolizmalar1 sonucu olugturduklan asetik asit,
laktik asit ve formik asit ile vajinal pH’yr buna bagh olarak oksidasyon
rediiksiyon potansiyelini diigiirerek bircok patojen mikroorganizmanin iiremesine
engel olurlar. Antibiyotik kullanimi, dogum kontrol yontemleri veya hormonlara
bagli olarak laktobasillerin baskilanmasi durumunda, vajinada inflamasyon, kaginti,
iritasyon veya vajinit olusmaktadir (25).

Laktobasillerin bir cogu H,O, iiretmektedir. H,O,, katalaz negatif bakteriler
icin toksik bir bilesiktir. Katalaz, H,O,’yi H,O ve O,’ye parcalayan solunum
enzimlerden biridir. Cogu aerobik ve fakiiltatif anaerobik mikroorganizmalar bu
enzimi iiretme yetenegindedirler. Laktobasillerin olusturdugu H,0,, ozellikle
katalaz negatif patojen mikroorganizmalarin iiremelerine engel olmaktadir (31).

Laktobasiller vajinal floraya patojen mikroorganizmalarin yerlesmesine engel
olabilen inhibitor bakteriyel iirtinler salarlar. Bu inhibitor bakteriyel iiriinler;
metabolik iiriinler, litik ajanlar, enzimler ve bakteriyosinler olmak lizere genig bir
guruptur (32). Laktobasillerin tirettigi antibakteriyel maddeler, benzer laktobasil
tiirleri yaninda, gram negatif patojen bakterilere de etkilidirler (11). L. acidophilus
suglari, asidosin A (33) ve laktasin (34) gibi antibakteriyel maddeler tiretmeleri
ve gastrointestinal ya da vajinal floraya kolonize olabilme tzelliklerinden dolayi,
vajinal enfeksiyonlarin tedavisinde (6, 35) tablet veya vajinal ovul olarak
- kullanilmaktadir (36).

Ayrica, laktobasillerin olusturduklari antimikrobiyal iiriinler ve inhibitor
proteinler, immiin sistemi uyararak aktif bir immiinizasyon saglarlar (37).
Laktobasillerin organizma igin giivenli olmalari, intrinsik adjuvant ozelligi
gostermeleri, normal gastro intestinal florada bulunmalar ve probiotik ozellige
sahip olmalari, oral veya parental ag1 ¢aligmalarinda kullaniimalarin saglamaktadir
(38, 39). Probiyotik, latincede “canli i¢in” anlamina gelen bir terimdir.
Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Bacillus ve Candida tiirleri
baglica probiyotik mikroorganizmalardir. Bu mikroorganizmalar tarafindan
salgilanan ekstreselliiler organik asitler, H,0,, asidosin, asidofilin, laktosin, ve

nisin gibi maddeler probiyotik iiriinleri olusturmaktadir (2).
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Laktobasiller, fermentasyonu baglatma ve fermente etmenin yanusira,
asidofilik siit ve yogurt gibi besinlerin saglik degerini de artirmaktadirlar.
Laktobasiller, gida ile yayilan enterik patojenleri, laktik asit ve antimikrobial
maddeler iiretmeleri nedeni ile ishal, BV ve VK gibi enfeksiyonlarin tedavisinde ve
bu enfeksiyonlardan korunmada L. acidophilus katkili yogurt ve siitler
kullanilmaktadir (40).

2.4 Bakteriyofajlar
2.4.1. Bakteriyofajlarin Morfolojileri ve Simiflandirilmalar:

Bakteriyofajlar, yanlizca konak bakteri hiicresinde iireyebilen, konak bakteri
hiicresi icinde veya ortamda serbest olarak bulunabilen, 1sitk mikroskobu ile
goriilemeyip ancak elektron mikroskobu (EM) ile goriilebilen bakteri viruslardir
(41). Bakteriyofajlar temel olarak niikleik asit ve onu cevreleyen protein bir
kilifdan ibarettirler. Niikleik asit, ¢ift zincirli DNA, tek zincirli DNA, ¢ift zincirli
RNA veya tek zincirli RNA seklinde bulunabilmektedir. Bakteriyofaj niikleik
asitlerini ¢evreleyen protein kilifa kapsid adi verilmektedir. Kapsid, tekraklayan
polipeptitlerden ve kapsomer adi verilen protein alt birimlerinden olugmusgtur.
Kapsomerlerin sayisi, sekli, biiyiikliigii ve dizilis diizenleri bakteriyofajin tipine
bagl olarak degisiklik gosterir (42).

IIk olarak 1915 yilinda Twort, Micrococcus spp. kolonileri ile yaptig1 ¢alisma
da, baz1 kolonilerin yenmis veya kesilmig gibi goriindiigiinii ve buna neden olan
etkenin bakterilerin gecemedigi filtreden gecebilen bir mikroorganizmanin
oldugunu bildirmistir. Bakteri yiyen anlamina gelen bakteriyofaj terimi, ilk olarak
Fransa'da, 1917'de D'Herelle tarafindan kullanilmig ve 1930'lu yillarda Burnette ve
Schlesinger tarafindan bu bulgular dogrulanarak, etkenin bakteri virusu oldugu
belirlenmistir (43). Sonraki yillarda, endiistride kullanilan fermente iiriinlerin sik
sik bozularak biiyiik maddi zararlara yol agmasi ve buna neden olan etkenin litik
bir bakteriyofaj kontaminasyonu oldugunun belirlenmesi bu konudaki
aragtirmalari hizlandirmugtur.

Bakteriyofaj biyolojisi iizerine klasik caligmalar 1940-1950 yillar1 arasinda
Delbriick, Luria, Hershey ve diger aragtirmaci gruplar tarafindan yapilmig ve E.
coli’de belirlenen benzer bakteriyofajlar, T1-T7 seklinde numaralandinimigtr.
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Bakteriyofajlarin fiziksel ve kimyasal aragtirmalan 1960’11 yillarda baglamigtr. Bu
aragtirmalarda, T bakteriyofajlarindan biiyiik oOl¢iide yararlanilmis ve ¢ok yakin
benzerlik gosteren T2, T4 ve T6 bakteriyofajlann T-even bakteriyofajlani olarak
isimlendirilmigtir.  Aynca, lizojenik Ozellife sahip lambda bakteriyofajinin
bulunmasi ile ¢alismalar daha da hiz kazanmugstir (44).

Bradley (45) tarafindan bakteriyofajlar, bag morfolojileri, kuyruk icermeleri
ve tagidiklart niikleik asit tiplerine gore A'dan F'ye kadar 6 farkli smif iginde
toplanmig (Tablo 1) ve morfotip A ile B’nin diger morfotiplere nazaran daha sik
bulundugu belirtilmigtir. Bu siniflandirmada, T-even bakteriyofajlari; grup A, Tl
ile TS bakteriyofajlari; grup B, T3 ile T7 bakteriyofajlari; grup C, kuyruksuz
bakteriyofajlar bag biiyiikliigiine gore grup D ile grup E ve ipliksi bakteriyofajlar
grup F icinde incelenmistir.

Kuyruklu bakteriyofajlar, kuyruk morfolojisi ve igerdikleri yapilar acisindan
farklilik gostermektedir. Grup A iginde yer alan E. coli T4 bakteriyofajinda
kuyruk, yaka adi verilen bir yapi ile bag kisma baghdir. Boru geklinde kuyruk 6z
kismive onu cevreleyen kasilabilir bir 6rtii bulunmaktadir. Kuyruk, kuyruk tablasi
denilen bir yapi ile sonlanmakta ve bu yapi lizerinde bakteriyofajin konak hiicre
yiizeyindeki 0©zgiil reseptorlere yapigmasim saglayan fibril ve dikenler
yeralmaktadir. Grup B ve C bakteriyofajlarinda ise yaka ve kuyruk oOrtiisii
bulunmaz (46, 47).

Tablo 1. Bakteriyofajlarin Simiflandiriimasi

Grup Bakteriyofaj Morfolojisi Niikleik Asit Tipi
A Kasilabilirkuyruklu dsDNA
B Uzun kasilamayan kuyruklu dsDNA
C Kisa kasilamayan kuyruklu dsDNA
D Kuyruksuz, biiyiik kapsomerli ssDNA
E Kuyruksuz, kii¢iik kapsomerli ssRNA
F Bagsiz, ipliksil filamantoz ssDNA




Son yillardan “International Committee on Taxonomy of Viruses” (ICTV)
tarafindan yapilan calismalarla bakteriyofajlar, oncelikle niikleik asitlerinin ¢ift
veya tek zincirli DNA yada RNA olmasi ve zarf icerikleri yOniinden
gruplandimlmistir. Bu gruplandirmada bakteriyofaj biiyiikliikleri, sekilleri, kuyruk

yapillann ve EM’deki

goriintiileri ele alinarak bir dizi familyalar belirlenmisgtir

(Sekil 2 ve 3).
Zarfsiz Zarth
dsDNA dsDNA
&
Podoviridac Corticoridae Tectiviridae Plasmaviridae
(T (PM2) (PRD1) (MV-L2)
Myoviridae Siphoviridae
Isometric  Elongated )
head hecad
F2) (T2)
ssDNA ssRNA dsRNA
== ] ()
Inoviridae Microviridae Leviviride Cystoviridae
(MV-L1 type) ($x174) (Ms2) 46)
Inoviridae I I
(fd type) 100 nm

Sekil 2. Bakteriyofaj Familyalar1 ve Sematik Goriiniimleri

Kuyruklu bakteriyofajlara ait 3300'iin iizerinde ©rnek; niikleik asit tipi,
DNA homolojisi, baz kompozisyonu ve sekansi, genom anatomisi, restriksiyon
endoniikleaz enzim paternleri, virionun kuyruk morfolojisi, kapsid igerii,
fizyolojisi, konak genisligi, profaj durumu, plak tipi ve biiyiikliigii, burst size ve
latent periodu gibi bir dizi kriterler ele alinarak incelenmis ve ii¢ biiyiik familyaya
aynlmustir. Bunlar kasilabilir kuyruklu, ikozahedral kapsidli, kuyruk tablasi ve
fiberleri bulunan, yaklagik 120x10¢ dalton agirhiginda DNA’ya sahip T-even

T.C. YUKS i GRETIM KURULD
DOKUIMANTASY

ON



Corticoviridae (Grup E) Inoviridae (Grup F)

Sekil 3 Baz1 Bakteriyofajlarin Elektron Mikroskobundaki Goriintiileri
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bakteriyofajlar;; Myoviridae, ikozahedral kapsidli, kilfsiz uzun kasilamayan
kuyruklu, 32x106 dalton agirliginda lineer DNA igeren yapiskan uclu (12 bazlik
tek zincirli kisim) lambda tipinde bakteriyofajlar, Siphoviridae ve ¢ok kisa
kasilamayan kuyruklu, 45x10¢ dalton agirhginda DNA’ls T3 ve T7 gibi
bakteriyofajlar ise Podoviridae familyas1 olarak belirlenmistir.

Bradley’in D grubu icinde yer alan kuyruksuz, ikozahedral biiyiik
kapsomerli lipid ihtiva eden 10x10¢ dalton agrligmda sirkiiler ¢ift zincirli DNA
iceren ®PM2 benzeri bakteriyofajlar Corticoviridae, 10x10¢ dalton agmligmda
lineer DNA’h ®PRD1 benzeri bakteriyofajlar Tectiviridae ve E grubundaki
®X174 gibi kiiciik kapsomerli tek zincirli sirkiiler pozitif polariteli DNA
bakteriyofajlari; Microviridae, ®MV-L2 gibi ikozahedral olmayan zarfli DNA
bakteriyofajlari; Plasmaviridae i¢inde incelenmiglerdir.

Bradley’in F grubunda yer alan filamentoz tek zincirli DNA bakteriyofajlar
Inoviridae familyasmda yer almustir. ikozahedral tek zincirli ve zarfsiz ®MS2 gibi
RNA bakteriyofajlar1 Leviviridae, ®6 gibi ¢ift zincirli, zarfli bakteriyofajlar ise
Cystoviridae olarak belirlenmigtir (44, 48, 49).

2.4.2. Bakteriyofaj ile Bakteri iligkisi

Belirli bakteriyofaj tipleri, belirli bakteri tiplerini enfekte eder. Ancak bazi
bakteriyofajlar birbirine akraba olan bakterilerle de iligki kurabilir veya belirli bir
bakteri tiirii birden fazla bakteriyofaj icin konak olabilir (50). Bakteriyofajlar
konak bakterilerde litik ve lizojenik olmak iki farkli yasam sekli gosterir.

Litik yagsamda, bakteriyofaj DNA's1 konak hiicre icinde kendini replike
ederek yeni progen viruslar olusturur ve hiicreyi parcalar. Konak hiicre
parcalanmasi olayina lizis, hiicrenin par¢alanmasmma neden olan bakteriyofaja litik
bakteriyofaj ya da virulan bakteriyofaj ve bakteriyofajin bu yasam sekline ise litik
siklus adi verilir (51, 52, 53).

Lizojenik yasamda, bakteriyofaj DNA’s1 konak bakteri DNA’sina entegre
olur. Progen virion olusmaz. Bakteri boliiniip ¢ogalmasi ile bakteriyofaj niikleik
asidi de buna paralel olarak ¢ogalir. Bakteriyofajin konak hiicreye entegre olmasi
olayana lizojeni, bakteri hiicresine lizojenik bakteri, bakteriyofaja ilmliya da
tempere bakteriyofaj, bu yasam sekline ise lizojenik siklus adi verilir (51, 52).
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Bakteriyofajlarda litik ve lizojenik yasam siklusu farkli evrelerden
olugmaktadir (Sekil 3).

2.4.2.1. Litik Siklus

Litik bakteriyofajlarda yasam siklusu adsorbsiyon, enfeksiyon ve erken
proteinlerin  sentezi, c¢ogalma, morfogenez ve bakteriyofajin salinmasi
agsamalarindan olugmaktadir (43, 45, 52, 54, 55).

a. Adsorbsiyon: Bakteriyofajlarin iiremesinde en Snemli ilk kademe,
bakteriyofajlarin konak bakteriye tutunmasi ve sonra adsorbe olmasidir. Bu
evrede bakteriyofaj partikiilleri, konak hiicredeki bakteriyofaja spesifik
reseptorlere tutunarak hiicre duvarina  adsorbe olur. Tiim bakteriyofajlar
adsorbsiyon igin Ozel yapilara sahiptirler ve bakteriyofajin konak bakterilere
olan Ozgiilliigiinii bu kademe belirler. Bir ¢cok bakteride bakteriyofajin
tutunmas1 igin gerekli reseptdrler hiicre duvarinda yer ali.  Kuyruklu
bakteriyofajlarda  yapisma bolgesi olarak kompleks kuyruk fiberleri veya
dikenleri, ikozahedral kuyruksuz bakteriyofajlarda bir ¢cok yapisma proteinleri,
flamentoz bakteriyofajlarda  bakteriyofajin u¢ kisimlan ve RNA
bakteriyofajlarinda ise basit bir protein molekiilii bulunmaktadir. Konak bakteri
hiicreleri lizerindeki bakteriyofaj reseptorleri, siklikla kompleks yapida
polisakkarit, lipid veya F pili’leri olup giiclii antijenik Ozelliklere sahiptirler.

Kapsiillii bakterilerde bakteriyofajin hiicre duvarindaki reseptorlere ulagmasi
icin bakteriyofaj kuyrugunda bulunan bir enzim aracillik etmektedir.
Bakteriyofajlar, bu enzim araciif ile polisakkarit kapsiil iizerinde bir tiinel
olustururlar ve bakteriyofaj reseptoriine ulagarak baglanmay1 gerceklestirirler.
Bakteride meydana gelen mutasyonlar, bakteriyofaj adsorbsiyonu igin 6zgiil
reseptorlerin kaybolmasina ve bu bakterilerin bakteriyofaj enfeksiyonuna kargi
direngli hale gelmesine neden olurlar. Ayrica, bir bakteriyofajin konak bakteriyi
enfekte edebilmesi i¢in hiicre duvarmin yeniden sentez edilmesi gerekir. Eski
bakteri kiiltiirlerinin hiicre duvarlarinda meydana gelebilecek degisikliklerle
bakteriyofaja karsi diren¢ gelismektedir.

Bakteriyofaj adsorbsiyonu, baglangicta doniigiimliidiir fakat kisa bir siire
icinde uygun iyonik baglar ve 1s1 aracilifiyla doniisiimsiiz hale ge¢mektedir.
Kuyruklu bakteriyofajlarda adsorbe olacak bakteriyofaj, 6ncelikle konak hiicre
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yiizeyine dik sekilde karakteristik bir pozisyon alr, kuyruk 6z kismu, bakteri
hiicre duvarinin icerisine 12 nm kadar gomiiliir. Adsorbsiyon islemi bakteriyofajin
bakteri ile temasindan yaklagik bes dakika sonrasina kadar tamamlanmig olur.
Bakteriyofaj adsorbsiyonu igin ortamda bazi metal iyonlanimn varligina ihtiyag
vardir. Bunlar, T4 bakteriyofaji i¢in kalsiyum (Ca) ve lambda bakteriyofaji igin
magnezyum (Mg) iyonlandir. Yiiksek ve diigsiik pH degerlerinin adsorbsiyona
inhibitor etkileri bulunmaktadir.

b. Enjeksiyon ve erken proteinlerin sentezi: Adsorbsiyonu takiben
bakteriyofaj DNA’s1 ipki bir enjektor ile enjeksiyon yapar gibi fiziksel olarak
konak bakteri sitoplazmasi icine enjekte edilir. Bakteriyofaj kilifi hiicre diginda
kalir ve icinde niikleik asit bulunmayan bakteriyofaj kilifina hayalet faj adi
verilir. Bu iglem sirasinda yanlizca bakteriyofaj niikleik asidi hiicre igine
girmekte, bakteriyofajin bag ve kuyruguna ait protein yapilar digsarida kalmaktadir.
Bakteriyofaj DNA enjeksiyonu, bazi bakteriyofajlarda ilk olarak DNA’nin kisa bir
kolunun girmesi sonra geri kalan kisminin girmesi seklinde meydana gelmektedir.
Baz1 bakteriyofajlarda ise direkt olarak bakteriyofaj DNA’smnin tiimii bir biitiin
olarak sitoplazmaya girmektedir. Hiicre icine enjekte edilen bakteriyofaj niikleik
asidi, bakteriyofaj DNA’sinda bulunan modifikasyon ve modifikasyonla iligkili
proteinler araciifn ile konak membran niikleazlarindan korunmaktadir.
Bakteriyofaj DNA's1 hiicre icine lineer olarak girmekte ve sitoplazmada sirkiiler
hale gelmektedir. Lambda bakteriyofaj DNA’s1, hiicre icine enjekte edildiginde
yapigkan (cos = kohesiv) uclarla sirkiiler yap: olugturmaktadir.

Bakteriyofaj niikleik asidi, konak hiicre plazma membranindan gecerken
kalip olarak kullanilmaya baslanmakta ve erken mRNA molekiilleri
olusturulmaktadir. Bakteriyofaj DNA'sinda, bakteriyofaj mRNA sentezi daima
bakteriyel RNA polimeraz aracilifi ile baglamakta ve ilk bakteriyofaj mRNA's
yapildiktan sonra bakteriyofaja spesifik cok erken ve erken proteinler sentez
edilmektedir. Ihmh bakteriyofajlarda litik ya da lizojenik yasam gekline bu
devrede karar verilmektedir. Bu karar ile konak hiicrenin replikasyon veya
transkripsiyon o©zelligi ya da her iki ozelli§i bloke edilmekte, bakteriyofaj
immiinitesi gelismekte ve konak hiicre aymi bakteriyofaj ile tekrardan enfekte
olamamaktadir. Konak bakteri DNA ve RNA sentezinin bloklanmasi, bir ¢ok
bakteriyofajda farkli sekillerde meydana gelmektedir.
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Bakteriyofaj niikleik asidinin konak bakteri igerisine girmesi, konak
bakterinin DNA ve RNA sentezini bloklamasi ve ilk hiicre i¢i bakteriyofajin
olugmasi i¢in gegen siireye eklips peryodu adi verilir. Bir ¢ok bakteriyofajda
eklips peryodu yaklagik 12 dak gibi bir siireye tekabiil etmektedir.

c. Multiplikasyonu: = Multiplikasyon evresinde bakteriyofaj DNA
replikasyonu baglar ve bir cok yeni profaj olusturulur. Bakteriyofaj DNA
replikasyonu, bakteriyofaj DNA’s1 iizerinde bulunan ve replikasyon orjini adi
verilen spesifik bir bolgeden baglar. Replikasyon orjini bir¢ok bakteriyofajda
tektir, fakat uzun kromozomlu T-even bakteriyofajlarinda c¢ok sayida
bulunmaktadir. Bakteriyofajlarin  ¢ogunda  replikasyon, rolling-circle
replikasyonu (yuvarlanan ¢embersel replikasyon) seklinde meydana gelmektedir
(52). Lambda bakteriyofaji gibi ¢ift zincirli DNA’ya sahip bakteriyofajlarda,
rolling circle replikasyon ile lineer ¢ift zincirli uzun ve bir cok cos bolgeleri iceren
DNA sentez edilirr  ®X174 gibi tek zincirli sirkiller DNA’ya sahip
bakteriyofajlarda replikasyon Once komplementer DNA’nin sentezi ile baglar.
Daha sonra protein A adi verilen bir protein yardimi ile replikasyon orjininde bir
centik olusturulur ve rolling circle replikasyon ile tek zincirli sirkiiler bakteriyofaj
DNA'’lan replike edilir (44, 49, 56).

Replikasyonunun sonuna dogru ortamda niikleazlar artmakta, DNA'da
kirilmalar ve tek zincir lizerinde ¢entikler olusmaktadir. Bunlar, lineer, c¢ift zincirli
DNA iizerinde tekrarlayan bazlar iceren ve faj iiretiminde ara iiriin olan
konkatamerlerin olusumu i¢in baglangictirlar. Bu evrede konak ve bakteriyofaj
kromozomu iizerinde bir ¢ok mutasyonlar da olusabilmektedir (52).

d. Morfogenezis (Bakteriyofaj partikiillerinin olusumu): Konak bakteri
hiicresi icerisinde yeterli bakteriyofaj DNA’s1 olugturulduktan sonra ge¢ mRNA
sentezlenerek bakteriyofajin kilifim ve kuyrugunu olusturacak olan yapisal ve
katalitik proteinler sentez edilir. Yapisal proteinlerin bir alt smifi olan olgunlagma
proteinleri yardimu ile bakteriyofaj DNA'sy, bakteriyofaj kilifi icine girmekte ve
progen virion olusturulmaktadir.

Lambda bakteriyofajinda, yapisal proteinlerin sentezi ve kapsidin
olusturulmasindan sonra sentez edilen bakteriyofaj DNA’si, terminaz (Ter) adi
verilen bir enzim ile cos bolgelerinden kesilmekte ve kapsid igine
doldurulmaktadir. Daha sonra kuyruk kismi kapsid ile birleserek profaj
partikiilleri meydana gelmektedir (56).
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Bakteriyofajin adsorbsiyonu, enjeksiyonu, bakteriyofaj DNA replikasyonu,
morfogenezi ve ilk hiicre disi bakteriyofaj partikiiliiniin gézlenmesi icin gecen
siireye latent peryod adi verilmekte ve degisik bakteriyofaj tiplerinde bu peryod
13-45 dak gibi bir siireye tekabiil etmektedir (56).

f. Yeni sentez edilen bakteriyofajlarin salimmm: Enfeksiyon siklusunun
gec evresinde, konak bakteri hiicresinde yeterince profaj sentez edilmis olur ve
bir kisim enzimler ile hiicre duvarn parcalanarak progen bakteriyofajlar ortama
salmir. Bakteriyofajlarin bakteri hiicrelerinde iireme siireleri farkli olmalarina
ragmen T4 bakteriyofaj’inda 40-50 dak iginde replikasyon tamamlanmaktadir. T-
even bakteriyofajlarinda hiicre lizisi, enfeksiyonun ge¢ evresinde kodlanan iki
proteinin fonksiyonu ile meydana gelmektedir. Bunlardan biri 7 geni tarafindan
kodlanan lipaz olup yeni olusan bakteriyofajlarin hiicre membranina yapigsmasini,
digeri ise e geni tarafindan kodlanan lizozim olup hiicre duvarinin pargalanmasini
saglamaktadir (45). Lambda bakteriyofajinda bu gorevi endolizin adi verilen bir
enzim yapmaktadir (46).

Bakteri hiicresinin parcalanmasi ile progen fajlar ortama salinmaktadir. Hiicre
digt ilk bakteriyofaj partikiiliiniin goriildiigii bu olaya patlama (burst) ve bir
hiicreden salinan bakteriyofaj partikiil sayisina patlama sayisi (burst size) adi
verilmektedir. In vitro ortamda, hiicre dis1 bakteriyofaj sayisimn artti§1 peryoda
yiikkselme peryodu, bakteriyofajin salindigi siispansiyona lizat denilmektedir.
Burst, filamentdz bakteriyofajlarda gozlenmez ve bu bakteriyofajlar hiicreyi
parcalamaksizin hiicre duvarn porlarindan disan gikarlar (56). Burst sayisi her
bakteriyofajda farklidir.

In vitro olarak yiikselme peryodu sivi besiyerinde, bulanik bakteri
kiiltiirlerinin berraklagmasi, kati besiyerinde ise; iist agardaki konak bakteri
kiiltiirlerinin enfeksiyon bolgesinde plak adi verilen liz olmusg alanlarin olusmasi ile
belirlenmektedir (53, 57). Bakteriyofajlarin yagsam evrelerinin iiremesinin
saptanmasinda 6nemli klasik metodlardan biri iireme egrisinin saptanmasidir.
Bakteriyofaj iiremesinin izlenmesi ve progeni virus sentezi igin bir basamakli
iireme (One step growth curve) deneyi yapilir ve konak bakterinin enfeksiyonu
icin belirli sayilarda bakteriyofaj (10-300) kullamilir. Pratik olarak kiiltiirde
bulunan her hiicrenin aym anda enfekte olabilmes: igin enfeksiyon sikhiginin
(multiplicity of infection: moi) yani hiicre bagina diigen enfektif bakteriyofaj

partikiil sayisinin ayarlanmasi gerekmektedir.  Enfeksiyon sikligi (moi) enfektif



20

bakteriyofaj sayisimn hiicre sayisma boliinmesi ile belirlenebilmektedir. Lizat
icindeki enfektif bakteriyofaj sayisi (pfu/ml), plak olusturma yonteminde sayilarak
tespit edilebilmektedir.

2.4.2.2. Lizojenik Siklus

Lizojenik bakteriyofajlar, niikleik asitlerini bakteri hiicresine enjekte ederek
konak hiicreyi enfekte etmelerine ragmen niikleik asitlerinin replikasyonu
baélamamaktadm Bakteriyofaj DNA’s1 bakteri kromozomuna entegre olmakta ve
yavru bakterilere genetik olarak aktanlmaktadir.  Lizojenik yasam, bazi
bakteryofajlarda alternatif yagsam siklusu olarak bulunmaktadir (Sekil 3). Lizojeni,
bazi bakterilerde patojenite ile yakin iliskilidir. Corynebacterium diphteria (C.
diphteria) ve kzil streptokok’unda toksin yapimi profaj kontrolu altindadir.
Lizojenik siklusu kullanan ve en iyi tammlanan bakteriyofaj E. coli lambda
bakteriyofajidir. Lambda bakteriyofaji her iki siklusu da kullanabilmektedir.
Lizojenik siklusda, bakteriyofajin konak hiicreye adsorbsoyonu ve bakteriyofaj
DNA’sinmn hiicre icine enjeksiyonu asamalar1 litik bakteriyofajlarda oldugu
gibidir (44, 49). Bakteriyofaj niikleik asidi hiicre igine enjekte edilirken,
bakteriyel RNA polimeraz aracilifi ile bakteriyofaja spesifik mRNA'nin kisa bir
kolu (erken mRNA) sentez edilir. Bakteriyofaj DNA’sinin tamamu, hiicre igine
enjekte edildiginde sirkiiler hale gecer. Erken mRNA ile bakteriyofaj DNA’s1
tarafindan kodlanan represdr proteini sentez edilir.

Represér, 236 amino asidden olugan, monomer yapida, birbirlerine 40 amino
asit ile bagli amino ve karboksil domainlerini igeren bir proteindir. Monomer
yapidaki represdr proteinleri, dimer olusturma egilimindedir ve amino ugclar ile
DNA'’ya baglanirlar. Represor proteini, gen ekspresyonunda hem pozitif hem de
negatif diizenleyici olarak gorev yaparak litik ya da lizojenik yasam sekline karar
vermektedir. Egfer ortamda yeterince represor proteini varsa diger tiim
bakteriyofaj genlerinin transkripsiyonu bloklanir ve profaj olusturulamaz (44, 46,
49).

Lizojenik siklusun son agamasiny, sirkiiler yapidaki bakteriyofaj DNA’sinin
konak kromozomal DNA i¢ine integrasyonudur. Bu olaya bakteriyofaj int
geninin kodladigi integrasyon (int) proteini aracilik etmektedir. Bakteriyofaj

kromozomu iizerindeki a#/P (attachment phage) gen bolgesi ile konak
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kromozomu iizerindeki a#tB (attachment bacteria) gen bolgesi rekombinasyon
yaparak bakteriyofajin bakteri kromozomuna entegrasyonu saflamr. Lambda
bakteriyofajimn E.coli kromozomu iizerindeki aztB bolgesi, galaktoz (gal) ve
biotin (Bio) genleri arasinda yer almaktadir. Bakteriyofaj DNA’simun konak
kromozomundan ¢ikmasini ise yine bakteriyofaj tarafindan kodlanan eksizyon
(Xis) proteini saglamaktadir (44, 46).

LiZOJENI T

INTEGRASYON

LiZOJENIK SIKLUS

ADSORBSIYON ENJEKSIYON MULTIPLIKASYON

LITIK SIKLUS

Sekil 4. Bakteriyofajlarin Litik ve Lizojenik Hayat Siklusu.
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Laktik asit bakterilerinde entegrasyon ve eksizyon olaylart tam olarak
bilinmemektedir. ~Bununla birlikte, L. gasseri adh bakteriyofajinda artP
bolgesinin, 365 baz ciftlik biiyiikliikte oldugu ve 11 bazlik tekrarlayan uglar
icerdigi bildirilmektedir (58). Entegrasyondan sonra, bakteri DNA's1 bakteriyofaj
DNA's1ile birlikte boliinlip ¢ogalmaya devam etmektedir. Bakteriyofaj niikleik
asidi, herhangi bir etken ileindiiklenerek litik siklusa ge¢gmeye karar verene kadar,
konak kromozomunda lizojenik sekilde tagimir ve konak kromozomu ile birlikte
boliinerek cogalir (56).

2.4.4. Bakteriyofajlarda Litik veya Lizojenik Karar

Bakteriyofajlarda litik veya lizojenik yagsama siklusuna karar, erken mRNA
olugtuktan sonra verilmektedir. Litik ve lizojenik karar mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle birlikte, bakteriyofaj kromozomu iizerinde bulunan promotor ve
operatdr denen bolgelerin kontrolii altinda oldugu varsaylmaktadir. Lambda
bakteriyofaj genomunda, cI ve cro gen bolgeleri ve bu bolgelerin
transkripsiyonunu baglatan promotor kisimlann bulunmaktadir. ¢l gen bolgesinin
promotoru; represdr baglama promotoru (PRM), cro gen bolgesinin promotoru;
sag promotor (PR)’dur. Promotor, RNA polimerazin DNA’ya baglandigi ve
transkripsiyonun bagladign bolgedir.  Operator, mRNA ve diger bilgilerin
kodlandig1 esas genleri igeren bolgedir ve OR1l, OR2 ile OR3 kisimlarindan
olusmustur.

Litik veya lizojenik yasam kararinda Onemli rol oynayan represor proteini
her li¢ operatdre baglanabilme ozelligindedir. Represor, OR1 ve OR2’ye
baglandiginda RNA polimeraz OR3’e baglamip transkripsiyonu sola dogru
yonlendirir ve lizojenik evreyi baglatir. Represor proteini OR3 baglandiginda
RNA polimeraz, OR1 ve OR2’ye baglanarak transkripsiyonu saga dogru
ySnlendirir ve litik evreyi baglatir.

Bakteriyofaj DNA's1 konak icine enjekte edildiginde konagin RNA
polimerazi, bakteriyofaj kromozomunda bulunan sag (PR) veya sol (PL)
promotora baglanir ve transkripsiyonu baslatir. Boylece ¢ok erken faz proteinleri
sentez edilir. RNA polimeraz konak hiicre tarafindan iiretilen ve DNA'dan RNA
sentez eden bir enzimdir. Erken proteinler, bakteriyofaj kromozomunda bulunan

N ve cro gen bolgelerini caligirarak N ve Cro proteinlerini sentez ederler.
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Bakteriyofaj N gen bolgesi ile enfeksiyonun ilk evresinde erken proteinler sentez
edilir. Erken proteinler, represorii aktive ederek bakteriyofaji lizojenik, inaktive
ederek litik evreye cevirirler. Bu karar ¢evre sartlari ve tam olarak bilinmeyen bazi
etkenler tarafindan da belirlenmektedir. Erken faz proteinleri rekombinasyon ve
DNA replikasyon genlerini caligtirir. Geg¢ olugan proteinler ise litik evrede bas,
kuyruk ve liz genlerini, lizojenik evrede, cI ve int genlerini ¢aligtirir(46).

2.4.5. Bakteriyofajlarda indiiklenme Mekanizmalari

Lizojenik dongiide replike olan bakteriyofajlar in vivo veya in vitro
ortamlarda cesitli etkenlerle indiiklenerek litik evreye gecgebilmektedirler. En ¢ok
bilinen indiikleyici ajanlar UV ve kimyasal ajanlardir. In vivo ortamda ilaglar veya
hiicre iginde gelisen bir dizi bilinmeyen olaylarla indiiklendigi varsayilmaktadir.
In vitro olarak en iyi indiikleyici kimyasal ajanlardan biri mitomisin C dir.
Indiiklenme mitomisin C konsantrasyonuna gore degismektedir. Laktobasil
suglarinin indiiklenmesi i¢in gerekli minimum mitomisin C konsantrasyonu 0.2
mg/ml dir. Indiiklenmede 1s1ve kiiltiiriin yas: Snemli etkenlerdir. Ismun etkisi her
sug icin farklihk gostermekle birlikte, kiiltiiriin yasinin erken logaritmik fazda
olmasi gerekmekterdir (57).

UV ve mitomosin C gibi ajanlar, tam olarak bilinmeyen bir mekanizma ile
normalde DNA molekiilleri arasinda rekombinasyonu saglayan bir bakteriyel
protein olan RecA'nin davranisini Snemli dlgiide degistirerek, yiiksek spesifiklige
sahip bir proteaz haline doniistiiriir. Bu proteaz, represor molekiillerini karboksil
ve amino bdlgeleri arasindan keser. Boylece lizojen iginde dimer olusturabilecek
monomer sayis1 azalir ve operatoriin ORI ile OR2 bolgesine baglanacak dimer
yeteri kadar bulunamaz. Dolayisi ile RNA polimeraz, OR1 ile OR2 bélgesine
baglanarak litik siklusun baglamasina neden olur (46).

2.4.6. Bakteriyofaj Diren¢ Mekanizmalari

Bakteriler, bakteriyofaj enfeksiyonuna karsi ¢esitli mekanizmalar aracilig; ile
karst koymaya cabgirlar.  Bu mekanizmalar; adsorbsiyonun inhibisyonu,
restriksiyon modifikasyon sistemi ve abortif enfeksiyonlar olmak iizere baglica ii¢
grup altinda toplanmaktadir. Bakterilerin bakteriyofajlara direngli olmasi; bakteri
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hiicre yiizeyinde bakteriyofaja spesifik reseptorlerin modifikasyona ugramasi
veya bakteriyofajin adsorbsiyonunda bir bozuklugun olmasi1 seklinde
olabilmektedir. Adsorbsiyon inhibisyonu; bakteriyofaj partikiillerinin, hiicre
yiizeyine enfeksiyonu gerceklestirebilecek diizeyde yapisamamas: ile olugan
inhibisyondur. Adsorbsiyon inhibisyonu, spontan nokta mutasyonlan veya
adsorbsiyon inhibisyonunu kodlayan bir plazmid aracilii ile meydana
gelmektedir. Aragtirmalar, hiicre ylizeyinde bulunan, galaktoz ve mannoz gibi
sekerlerin ihtiva ettikleri bir polimer aracilif1 ile hiicre yiizeyindeki reseptorlerin
maskelendigini ve bakteriyofaja direngin gelistifini gOstermistir.  Ayrica
bakterilerin, tagidiklar bazi plazmidleri aracilifiile birden fazla bakteriyofaja direng
kazanabildikleri ve plazmid iceren suglarda bulunan hiicre yiizey antijenlerinin
bazilarinin, adsorbsiyon bloklanmasinda 6nemli rol oynadiklar1 belirlenmistir.
Adsorbsiyonun bloklanmasinda 1siya duyarlilifin araci bir mekanizma oldugu da
tespit edilmigtir (51, 59).

Restriksiyon/modifikasyon enzimleri, digaridan bakteriye giren yabanci
DNA’lan tamyarak onlan pargalayan, cift iplikli DNA’da spesifik bolgelerden
kesim yaparak DNA’dan genin veya segmentin ¢ikarilmasinda etkin ve spesifik
fonksiyon goren, ayrica sentez edilen DNA’nin sitozin veya pirimidin bazlarina
metil gruplan takarak modifiye eden enzimlerdir. Konagin iyi gelismis restriksiyon
endoniikleazlara sahip olmasi bakteriyofaja karsi bakteriyi koruyan Onemli bir
faktordiir.

Abortif enfeksiyon, bakteriyofajin adsorbe olmasma, DNA’nin girmesine ve
viral gen ekspresyonunun ilk asamalarmin normal devam etmesine ragmen
enfeksiyon siklusunun durmasi ve progen olugmamasi olayidir.  Abortif
enfeksiyonlar, bakterilerin bakteriyofajlara diren¢ olusturmasinda ¢ok etkilidir.
Replikasyonunun ve progen salimminin yavag ilerledigi bakteriyofajlarda abortif
mekanizma oldukga etkilidir.

Konagin, aym bakteriyofaji lizojenik olarak tagimasi ve immiinite gelistirmesi
veya bagka bir lizojenik bakteriyofaj i¢ererek interferans geligtirmesi gibi faktorler,
bakteriyofaja karsi bakteriyi direngli kilmaktadir. Normal kosullarda lizojenik

bakterilerde profaj stabildir. Lizojenik siklusun spontan olarak sonlanmasi

yaklagik 10-5 civarinda meydana gelmekte ve kiiltiir siipernatant1 diigiik titrede
bakteriyofaj icermektedir. Fakat bakteriler spontan salinan bu bakteriyofaja karg
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immiindurlar. Bu immiinite, bakteriyofaj DNA’smmin konak iginde replike

olmamasindan kaynaklanmaktadir.
2.4.7. Laktobasil Bakteriyofajlari

Laktobasillerde bakteriyofajlarin varlig: ilk olarak 1934 yilinda New York
sehrinin atik sularindan izole edilen L. acidophilus ve L. bulgaricus tiirlerinde
gosterilmistir. Daha sonralan laktobasil bakteriyofajlar1 degisik kaynaklardan; siit
iiriinlerinden (42), salam, sucuk, sosis gibi et iiriinlerinden (60), insan ince
barsagindan (61) ve vajinal floradan izole edilmiglerdir (62).

Bakteriyofajlar, ozellikle gida endiistrisinde kullanilan laktobasil baglatma
kiiltiirlerini inhibe ederek gecikmis asit iiretimine neden olmaktadirlar. Bu
nedenle, gida orjinli laktobasiller ve bunlarin bakteriyofajlari konusunda oldukca
yogun c¢aligmalar yapilarak bir ¢ok yeni bakteriyofaj izole edilmistir. Izole edilen
bakteriyofajlar, morfoloji ile konak genigliklerine gore sinflandirilmiglardir (42, 61,
63).

Bradley'in siniflandirmasma gore laktobasil suglarindan izole edilen
bakteriyofajlarin biiyiik bir kismuB gurubu, az bir kismiise A ve C guruplarn icinde
yer almaktadir (64, 65). Ackermann (66), virulan Ozellikte laktokok
bakteriyofajlarinin biiyiik ¢ogunlugunu ve Siphoviridae familyasina ait tempere
bakteriyofajlari, EM’de morfolojik olarak incelemis ve grup B bakteriyofajlarim
B1 ve B2 morfotiplerine ayimugtir. B1 morfotipi; 60 nm’den kii¢iik ikozahedral
bagli, 200 nm’den kisa non-kontraktil kuyruklu bakteriyofajlar, B2 morfotipi ise;
60x40 nm capinda uzamig bagh, Bl bakteriyofajindan daha kisa kuyruklu
(~ 100 nm) ve daha nadir goriilen bakteriyofajlar seklinde tarif etmisgtir.

Bagka bir calismada, B1 grubu bakteriyofajlan kuyruk yapisindaki aksesuar
(boyundaki halkalarin, kuyruk kilfimn yapisi, fiberlerin ve topuzlarin sayisi,
uzunluklari, basitten komplekse giden tabla sekilleri) degisikliklere gore
subgruplara aynldigibildirilmektedir (67). Degisik laktobasil tiirlerinde belirlenen,
litik ozellikteki tiim bakteriyofajlar, izometrik bagli ve kuyrukta onemli bir
degisikligi bulunmayan, capraz ¢izgili kuyruklu, fibréz halkali, kuyruk fiberleri
olan bakteriyofajlardir (51).

Bakteriyofajin konak hiicre iizerine adhezyonu kuyruk aracihg: ile

olmaktadir. L. casei'nin baglica bakteriyofaj adhezyon molekiiliinii ramnoz,
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bakteriyofaj J1 i¢in bu reseptdr hiicre duvarindaki L-ramnoz, L. casei S-1 igin
stoplazmik membrandaki D-glukozamin oldugunu belirlenmigtir (68). Lambda
bakteriyofaji igin konak hiicre reseptorii bir mannoz transport proteinidir
(406).

Laktik asit bakterilerine ait bakteriyofajlarda niikleik asit, ¢ift zincirli lineer
DNA dir. DNA'min u¢ kisimlarinda tekrarlayan baz dizileri bulunmakta ve bu
tekrarlayan baz dizileri, bakteriyofaj DNA's1 hiicre igine enjekte edildiginde
sirkiiler yap: olugturmasini saglamaktadir. Bu nedenle, laktik asit bakteriyofajlar
lambda benzeri bakteriyofajlar olarak bilinmektedir.

Laktobasil bakteriyofajlarinin genom  biiyiikliigii yanlhzca bir kag
bakteriyofajda calisilmigve 34 ile 75 kb arasinda degisen biiyiikliiklerde oldugu
belirlenmistir (69, 70).

2.5. Bakteriyosinler

Bakteriyosin terimi orjinal olarak spesifik reseptorlere adsorbsiyonu ve
intraspesifik aktiviteli, letal biyosentezi karakterize eden kolisin tipi proteinleri
tammlamak icin Snerilmigtir. Ozellikle gram pozitif bakterilerin tirettigi kolisin ile
yakin iligkili maddeler bakteriyosin olarak tamumlanmustir(32).

Laktobasil ve laktokok gibi laktik asit bakterilerinde antimikrobiyal etki ¢ok
uzun yillardan beri bilinmekte ve fermentasyon iglemlerinde kullaniimaktadir.
Laktik asit bakterilerinde protein yapisindaki antimikrobiyal maddelerin
aragtinlmasi ilk olarak 1920-1930 yillan arasinda yapilmig ve Lactococcus lactis
subsp. lactis’de nisin tanimlanmugti.  Daha sonraki yillarda, laktik asit
bakterilerinde yapilan c¢aligsmalarda, kimyasal olarak farkli yapida bir ¢ok
bakteriyosin saptanmigtir.

Bakteriyosinler, spesifik bakteriyosidal partikiillerin bir grubudur ve yakmn
akraba bakterilere karsi bakterisidal aktiviteye sahip, N ve C terminal
bolgelerinden olugan, protein yapisinda molekiillerdir. Bakteriyosinler, duyarl
konaklarin iiremesini gesitli mekanizmalar ile inhibe etmektedirler. Bu inhibisyon
mekanizmalar;

a) Bakteriyosinlerin membran vezikiillerine etki ederek metabolik iiriinlerin

disar1 salinmasimi onlemek.
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b) Membran porlan iizerinde kompleksler olusturmak ve bu kompleksler ile
hiicre duvan ve stoplazmik membranin gegirgenlidini etkileyerek membran
transportu ve permeabilitesini bozmak.

c) Hiicrenin enerji iretimi veya makromolekiil sentezini engellemek,
seklinde bildirilmektedir.

Bradley (32), bakteriyosinleri molekiil agirliklarina gore iki gruba ayirmstr
(Tablo 2). Diigiik molekiil agirligina sahip bakteriyosinler, genellikle tripsine
yiksek duyarli, istya Kkarsi dayanikli olduklan, biiyiikk molekiil agilikh
bakteriyosinlerin ise tripsine direngli, 1s1ya duyarli1 olduklan belirlenmistir. Biiyiik
molekill agirflikli bakteriyosinlerin bir kismunin defektif profaj olduklar
bildirilmektedir. Diisiik molekiil agirhikli bakteriyosinlerin (<30 kDa), biiyiik
molekiil agirligindaki bakteriyosinlere (>30 kDa) gore daha genis spektrumlu
antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklari saptanmugtir.

Tablo 2. Bakteriyosinlerin Genel Ozellikleri

Diisiik Molekiiler Agirhkh Yiiksek Molekiiler Agirhikh
(=30 kD) Bakteriyosinler (>30 kD) Bakteriyosinler
Sediment olugturmaz Sediment olusturur
Tripsine duyarl: Tripsine direngli
Termostabil Termolabil
EM'de goriilmez EM'de bakteriyofaj benzeri yap1

ve komponentler

Bradley (32), tarafindan konak bakterinin geligmesini engelleyen inhibitor
etkenin bakteriyosin oldugunun belirlenmesi icin kolisinler esas alinarak bir dizi
klasik kriterler saptanmigtir. Bu Kriterler;

a- Homolog tiirler arasinda dar bir inhibitor aktiviteye sahip,

b- Esansiyel olarak bulunurlar, biyolojik olarak aktif proteinler,

c- Bakterisidal aktiviteye sahip,

d- Spesifik hiicre reseptorlerine yapigirar,

d- Konak hiicrenin bakteriyosin immiinitesi ve bakteriyosin iiretimi plazmide
bagldur,

e- Letal biyosentez araciligiile iiretilirler.
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Bakteriyosinlerin kesin belirlenmesi icin bu kriterler iiniversal bir belirleyici
olmamakla birlikte bunlarin en az b ve c siklarina uyum gostermeleri, inhibitor
etkenin bakteriyosin olarak kabul edilmesini saglamaktadir.

Klaenhammer (71), laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen bakteriyosinleri,
protein yapisindaki inhibitdrleri, molekiiler biiyiikliikleri ve etkili olduklar
konaklarin tiirlerine gore karakterize ederek baglica dort farkli smif iginde
toplamigtir. Bunlar;

Lantibiyotikler: Ribozomal olarak sentezlenmekte olup molekiiliin aktif
formunda lantionin, beta metillantionin, dehidroalanin ve dehidrobutirin i¢eren
kiiciik (<5 kDa) membran-aktif peptitlerdir. Laktosin S, L. sake tarafindan
olusturulan bir lantibiyotiktir.

Lantibiyotik icermeyen, 1siya stabil, diisiik molekiil agirhginda
membran-aktif peptidler: Amfifilik helikal yapidan hidrofobik yapiya kadar
degisebilen, beta sheet yapili, 10 kDa’dan kiicliik molekiil agirifinda ve 110-
120°C’de kaynamaya dayanikli bakteriyosinlerdir. Kurvasin A, sakasin A,
sakasin P, laktasin B ve laktosin F bu grup iginde yer alan laktobasil
bakteriyosinlerinden  birkagidir. Bu grup bakteriyosinler, yiiksek
konsantrasyonlarda glisin benzeri kii¢iik amino asitleri icerirler ve gii¢lii katyonik
ozellige sahiptirler. Bunlarin biiyiik bir kismi, biyokimyasal olarak karakterize
edilmis ve li¢ subgrub altinda toplanmiglardir. Bunlar; listeria-aktif peptidler,
bakteriyosin aktivitesini tamamlayan iki peptid molekiilii ihtiva eden kompleks
bakteriyosinler ve aktivite igin sistein rezidiisiine ihtiyag gosteren thiol-aktif
peptidlerdir.

Biiyilkk molekiil agirhginda, 1siya duyarh bakteriyosinler: Molekiiler
agirhig1 30 kDa’dan biiyiik olup proteinleri icermektedir. Laktasin A ve B,
asidofilusin A, kazeisin 80, helvetisin V-1829 bu grup icinde yer alan
bakteriyosinlerdir.

Kompleks bakteriyosinler: Proteine ilave olarak lipid ve karbohidrat
bulunduran bakteriyosinlerdir. Plantarisin S bu grup i¢inde yer almaktadir.

Klaenhammer’in (71) yapmis oldugu bu sinflandirma 1996’da Nes ve ark
(72) tarafindan da desteklenmis ve bakteriyosinler li¢ sinif i¢inde toplanmiglardir.
Bu ¢alismacilar, lantibiyotik icermeyen bakteriyosinleri ii¢ subgruba ayimislar ve
farkli olarak bu grup iginde salgisal bakteriyosinleri incelemiglerdir. Aynca,
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bakteriyosinlerin  bir kisminda antibakteriyel aktivite ile iligkili lipid ve
karbohidrat gibi bazi makromolekiiller icermekte olduklarini belirtmiglerdir.

Bakteriyosinlerin bir kismu kromozomal, bir kismu plazmid aracilif ile
kodlanmaktadir. Bakteriyosinler, temelde iki farkli tipe aynlirlar. Biri; kiiciik
molekiil agirlikli, daima termostabil, santrifiij ile ¢oktiiriilemeyen ve EM’de
gozlenemeyen, digeri ise ¢ok biiyiikk molekiiler yapida, kolay sediment olusturan,
EM’de bakteriyofaj kuyruk komponenti veya bakteriyofaj benzeri seklinde
goriilen yapilardir. Bu iki tipin ortak Ozellikleri protein yapisinda olmalan ve
olugma gekilleridir. Bunlarin genetik determinantlar1 tempere bakteriyofaj ile
iligkili olarak ekstra kromozomal elementlere benzer sekilde hiicrede meydana
gelirler. Bakteriyel kromozomlar ile aym fazda replike olurlar ve bdylece
bakteriyosinojenik suslar olustururlar (50).

Gram pozitif bakterilere ait bakteriyosinler, kimyasal yap: olarak bir kismu
basit proteinlerden olusurken bir kismida stafilokok, klostridiyum ve laktobasil
bakteriyosinlerinde oldugu gibi proteinlere ek olarak lipid ve karbohidrat
komponentleri ihtiva eden kompleks molekiillerdir (32).

Laktobasiller, aktiviteleri birbirlerine benzeyen bir ¢ok farkli bakteriyosin
liretmektedir. L. sake tarafinda iiretilen sakasin ve degisik laktobasil tiirleri
tarafindan iretilen laktosin, kii¢iik molekiil agirhiginda bakteriyosinledir. L.
helveticus tarafindan liretilen helvetisinler en iyi karakterize edilen biiyiik
molekiil agirhgindaki bakteriyosinler olup kromozomal olarak kodlanmaktadir
(32, 50).

Bakteriyosinler, bakterilerin bir bakteriyofaj tarafindan enfekte edilmesi veya
metabolik inhibitorler ile indiiklenmesi sonucu yiiksek miktarlarda salinirlar. En
iyl bakteriyosin indiikleyici ajan, UV ve mitomisin C’dir. Bununla birlikte,
spontan olarak da  bakteriyosin, bakteri kiiltir siipernatantlarinda
bulunabilmektedir (32).

Bakteriler, kendi bakteriyosinlerine karsi immiindiirler. Bakteriyosin iireten
suglar, kendi iirettikleri bakteriyosinlerden korunmak i¢in bir koruyucu sistem
geligtirmiglerdir. Bu sistem immiinite olarak tammlanmaktadir. Immiiniteyi
saglayan, 50-150 amino asitten olugsmug diigiik molekiil agirhfinda ve
bakteriyosinlerin iiretimleri sirasinda eg zamanli iiretilen bir proteindir. Immiinite
proteinlerinin  %50-90’1 sitoplazmada serbest olarak bulunmaktadir (72).

Bakteriyosinojenik mikroorganizmalar iirettikleri proteazlar araciigi ile bazi
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bakteriyosinlere kargi Kkorunurlar ve bakteriyosinleri inaktive ederler.
Enterococcus fecalis subsp zymogenes iirettigi kendi bakteriyosinine karsi
spesifik bir teikoik asit ile korunarak immiinizasyon saglamaktadir. Ayrnca yiiksek
molekiil agirliginda olan bakteriyosinlerin ¢ofu miikemmel antijen ozelligine
sahiptirler (32).

Son yapilan calismalarda, bakteriyosin iireten mikroorganizmalarin birden
fazla sayida farkhh bakteriyosin iiretebildikleri ve bunlarin coklu
bakteriyosinojenik suglar olduklari belirlenmistir. Bu ¢oklu bakteriyosinojenik
suglarin izolasyonunda da giderek artis gozlenmektedir. Corynebacterium
piscicola UV17B en az iki farkli bakteriyosin iiretmekte ve bunlardan biri
plazmid, digeri kromozomal olarak kodlanmaktadir.  Laktobasillerden, L.
plantarum C11 susu coklu bakteriyosinojenik sug olarak belirlenmigtir. L.
plantarum C11 sugu, 2 adet iki peptidli ve bir adet bir peptidli olmak iizere ii¢
farkli bakteriyosin iiretmekte ve bunlarin tiimii kromozomal olarak
kodlanmaktadir. (72).

Laktobasiller bakteriyosin ve asit iiretimleri disinda konak suglar iizerinde
inhibitor etki gosterebilen H,O, iiretirler. Laktobasillerde glukoz, homo ve hetero
fermentasyon ile piruvata, piruvat’in da oksidasyonu ile asetat, CO, ve H,0O, son
iiriin olarak olusmaktadir. Ayrica, laktat son iirlin olmakla birlikte, flavin ihtiva
eden laktat dehidrogenaz veya laktat oksidaz enzimi aracihgiile NAD'ye bagimsiz
olarak aerobik kogullar alinda CO, ve asetata kadar metabolize olabilmekte ve
H,0, olugmaktadir (73).

Biyolojik sistemlerde en 6nemli radikaller oksijenden olusan radikallerdir.
Molekiiler oksijenin cevresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya
stiperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit olugur. Peroksit molekiilii iki
hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksid meydana gelir. Hidrojen peroksit

membranlardan kolayca gegebilen, uzun omiirlii bir oksidandir (74).
0.2 + e + 2H* H202

Biyolojik sistemlerde H,0, asil olugumu siiper oksit’in dismutasyonu ile olur.

Iki siiper oksit molekiilii iki proton alarak H,0, ve molekiiler oksijeni
olustururlar. Reaksiyon sonucu radikal olmayan iiriinler meydana geldiginden
bu bir dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir. Hidrojen peroksit serbest bir radikal

olmadig halde, reaktif oksijen tiirleri icine girer ve hidroksil radikali olugturur.
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20, +e +2Ht— H,0,+0— _ °OH+OH + O,

Bu reaksiyona "Haber-Weis" reaksiyonu denir. Bu reaksiyon katalizli ve
katalizorsiiz meydana gelebilir. Demir katalizorliigiinde ferro demir kullamilarak
Fenton reaksiyonu ile HO, den *OH ve OH- iiretilir. Hidroksil radikali, yarilanma
Omrii ¢ok kisa, olustugu yerde biiyiikk hasara sebep olan, son derece reaktif bir
oksidandir. Serbest radikaller hiicrenin lipid, protein, DNA, karbohidrat ve
enzim gibi tiim 6nemli bilegiklerine etki ederler.

Katalaz, demir ihtiva eden H,0,’yi oksijen ve suya parcalayarak toksik
etkisini gideren bir enzimdir (75). Laktobasillerin olusturdugu H,0,, katalaz
tiretemeyen E. coli (76, 77), G. vaginalis, Bacteroides spp., M. hominis, U.
urealyticum Peptostreptococcus spp., gibi anaeroplar, viridans streptokoklar

(78), C. trachomatis (22) ve N. gonorrhoeae'nin (26) iiremelerini inhibe
edebilmektedir.



3. MATERYAL VE METOD

3.1. MATERYAL
3.1.1. Cahsma Grubu

Bu caligma Ocak 1996 ile Haziran 1998 tarihleri arasinda Karadeniz Teknik
Universitesi, Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dalinda gergeklestirildi. Calismaya Farabi Hastanesi, Kadin Hastaliklan ve
Dogum Poliklinigi ve Trabzon Dogum Hastanesi'ne bagvuran 75 kadin hasta almdi.
Vajinal siiriintii rneklerini almak icin hazirlanan formlara, kigisel bilgiler, gecmiste
gecirdigi genel ve vajinal enfeksiyonlar kaydedildi. Son ii¢ ay icerisinde herhangi
bir nedenle antibiyotik kullanan hastalar ¢aligma kapsamina alinmadi.

3.1.2. Kimyasallar, Besiyerleri, Enzim ve Ayiraclar

Calisgmada kullamilan kimyasallar ve ayiraglar; NIH Thioglycollate Broth,
Pancreatic Digest of Casein, Bacto Peptone, Lactobacilli MRS Broth, Rogosa SL
Broth, Purple Broth Base, Columbia Broth, Heart Infusion Broth, Brucella Broth
ve esculine Difco (ABD) 'dan; cellobiose, galactose, maltose, mannitol, mannose,
melibiose, raffinose, ribose, sorbitol, sucrose, trehalose, soluble starch, glucose,
glycogen, beef extract, glycine, mineral oil, ethidium bromide, tetramethyl
benzidine (TMB), vitamin K1, hemin, mitomycin C, lysozyme, ethylene
diaminetetraacetic acid (EDTA), N, N, N', N'-tetra metil etilen diamin (TEMED),
ammonium persulfate, acrylamide, N,N'-methylene bis-acrylamide, Trizma
hydrochloride, Trisma base, dextrane sulfate, polyvinylpyrolidone, ficoll, gelatin,
glycerol, sodium dodecyl sulfate (SDS), beta-mercapto ethanol, bovin serum
albumin (BSA), chloroform, phenol, proteinase K, RNase H, DNase I, sodium
acetate, catalase, trypsin ve pronase E Sigma (ABD)'dan; sodium chloride, sodium
bicarbonate, sodium citrate, di-sodium  phosphate, = monopotassium
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phosphate, hydrogen peroxide, magnesium sulfate, magnesium chloride, di-
sodiumhydrogen phospate, hydrochloric acid, potasium hydroxide ve natrium
hydroxide Merck (Almanya) firmasindan; Triton X-100, polyethylene glycol 8000,
bromocresol purple ve bromophenol blue Fisher (ABD)'dan; acetone Carlo Erba
(Italya)'dan; restrisiyon endoniikleaz enzimleri Promega, New England Biolabs ve
Life Technologies (ABD)'den; horseradish peroxidase United Biomedical Inc.
(ABD); Sabouraud Dextrose Agar ve BBL hydrogen-carbon dioxide generating
kit Becton Dickinson (ABD), non-radyoaktif hibridizasyon kiti GibcoBRL (ABD),
Nytran naylon transfer membrani Schleicher Schuell (ABD) firmalarindan temin
edildi.

3.1.3. Cahsmada Kullamilan Bakteri Tiir ve Suslar1

L. gasseri ATCC 9857, L. fermentum ATCC 14931, L. fermentum ATCC
23271, L. delbrueckii subsp. lactis ATCC 15808, L. delbrueckii subsp. lactis
ATCC 4749, L. delbrueckii subsp. delbrueckii ATCC 9649, L. jensenii ATCC
25258, L. casei subsp. casei ATCC 27139, L. vaginalis ATCC 49540 ve L.
acidophilus ATCC 4356 suglan University of Missouri Kansas City’den temin
edildi ve laktobasil tiir tayininlerinde kontrol olarak kullamldi. G. vaginalis
ATCC 14018, E. coli ATCC 25922, P. vulgaris ATCC 13315, P. aeruginos
ATCC 10145, E. cloacae ATCC 13047, S. milleri IS51, S. aureus ATCC 25923
ve C.albicans ATCC 60193 suglart Refik Saydam Hifzissihha’dan temin edildi
ve bakteriyosinlere karsi duyarliliklan test edildi.

3.2. METOD
3.2.1. Orneklerin Alinmasi

(Calisma gurubunu olusturan hastalarin her birinden ikiger vajinal siiriintii
ornegi, jinekolojik muayene esnasinda ekiiviyon gubuklar kullanilarak uzman bir
hekim tarafindan alindi. Orneklerden biri, steril tiyoglikolat besiyerine daldinldi,
digeri kuru olarak steril test tiiplerine konuldu ve iginde buz kaliplars bulunan
kutularda transport edildi. Tiyoglukolat besiyeri iiretici firmann tavsiyesine gore
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distile suda hazirlandi ve ekiiviyon c¢ubuklari bulunan test tiiplerine 3 ml
dagitilarak otoklavda steril edildi.

3.2.2. Orneklerin Mikrobiyolojik Degerlendirilmesi

Kuru ekiiviyon c¢ubugu ile alinan vajinal siiriintii Ornegi, temiz bir lam
lizerine siirillerek metanol ile tespit edildi ve gram boyama yapildi. Aym
ornekten serum fizyolojik icinde nativ preparat hazirlanarak 7. vaginalis varlig
yonilinden aragtinldi. BV tamsi, vajinal akinti bulunmasi, amin testi pozitifligi,
yiikselmis vajinal pH, yiiksek BV skoru ve clue hiicre goriilmesi ile kondu. Amin
testi igin, kuru ekiiviyon ile alinmig vajinal siiriintii 6rnegine %10'luk potasyum
hidroksit (KOH) damlatilarak tipik balik kokusu olugsmasi amin testi pozitif olarak
degerlendirildi. Gram boyama ile BV skorunun tespiti icin Spiegel ve ark
(79)’nin tanimladigi, Nugent ve ark (80)’min modifiye ettifi yontem kullamidi.
Gram boyanmus vajinal siiriintii drneklerinde bol miktarda ve iireme fazinda maya
hiicreleri gozlenen drnekler MV olarak tammland.

3.2.3. Laktobasillerin izolasyonu ve Saf Kiiltiirlerinin Elde Edilmesi

Tiyoglikolat besiyeri igine ekiiviyon ile alinan vajinal siiriinti ornekleri
vortekslenerek materyalin besiyerine homojen karigmasi saglandi. Her hasta
orneginden iki adet 800 xI'lik siv11.5 mikapasiteli steril ependorf tiiplerine alind.
Uzerlerine 200 pl steril gliserol ilave edilerek vortekslendi ve daha sonraki
calismalarda kullanmak amaci ile -80°C derin dondurucuda saklandi. Direkt
siiriintii 6rnekleri gram yontemi ile boyanarak mikroskopta incelendi. Mikroskop
sahasinda yogun gram pozitif basiller bulunan 6rnekler tiyoglikolat sivi besiyeri
i¢inde diliie edildikten sonra Rogosa SL agara ekim yapildi. Mikroskop sahasinda
az bakteri goriilen Orneklerden direkt olarak 10-20 ul aymi besiyerine seyreltme
yontemi ile ekildi. Rogosa SL agar, laktobasillerin primer izolasyonunda
kullamlan selektif bir besiyeridir. Rogosa SL agar besiyerini hazirlamak igin;
liretici firmanm tavsiyesine gore; Rogosa SL Broth’un pH'si glasiyel asetik asit ile
5.4'e ayarlandi ve %1.5 agar ilave edildikten sonra 2-3 dak kaynatilarak steril petri
plaklarina 0.5 cm kalinlikta dokiildii.
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Rogosa agar besiyerine ekimleri yapilan vajinal siiriintii 6rnekleri, 37°C’de
mumlu kavanoz icinde 24-48 saat inkiibe edildi. Kiiltiirlerde olugsan koloniler
koloni mikroskopu ile incelenerek farkli koloni morfolojileri tespit edildi.
Morfolojik olarak farkli olan birkag koloni almarak, gram boyanma ozellikleri ve
katalaz iiretmeleri yoniinden test edildi. Gram pozitif basil morfolojisinde ve
katalaz negatif bakteri kolonileri Lactobacilli MRS sivibesiyerinde ¢ogaltildi. Svi
besiyerinde yeterli sayida iireyen bakteriler aym besiyerinin agar petri plaklarina
seyreltme yontemi ile ekilerek safliklar kontrol edildi. MRS besiyeri, laktobasiller
icin spesifik bir besiyeridir. MRS sivibesiyerinin pH's1 glasiyel asetik asit ile primer
izolasyon igin 6.2’ye, bakteriyosin, profaj indiikksiyonu ve bakteriyofaj
enfeksiyonu igin 5.5’e ayarlandi ve otoklavda steril edildi. MRS agar besiyeri,
pH’s1 ayarlanmig siv1 besiyerine %1.5 agar ilavesi ile hazirlandu.

Laktobasillerin stok kiiltiirleri, MRS sivi besiyerinde iiretildikten sonra %10
steril gliserol icinde -80°C’de, ¢aligma Kkiiltiirleri %50 gliserol i¢inde -20°C’de
saklandi.

3.2.4. Laktobasillerin identifikasyonu

Saf olarak izole edilen laktobasillerin tiir tayinleri temel olarak Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology’de belirtilen kriterlere gore yapildl (81).
Bunlardan Ozellikle 15 ve 45°C sicaklikta iireyebilme, katalaz iiretimi,
karbohidratlar1 fermente ve eskulini hidroliz etme ozellikleri test edildi.

3.2.4.1. Katalaz Enzimi Varhg

MRS agar da iiretilmig laktobasil kolonilerden bir 6ze dolusu alindi ve lam
iizerinde bir damla %3'Tiik H,;0sile kanstinldi. ~ Kopiirme seklinde gaz

kabarciklarimin olusmasi pozitif olarak degerlendirildi.
3.2.4.2. Diisiik ve Yiiksek Sicakhkta Ureme

izole edilen laktobasil suslan MRS siv1 besiyerine ekilerek 15°C ve 45°C
tireme Ozellikleri yoniinden degerlendirildi. En fazla bir hafta inkiibasyon

sonucunda iireme olmayan Kiiltiirler negatif olarak degerlendirildi.



36

3.2.4.3. Karbohidrat Fermantasyonu

Laktobasil suglarinin sellobiyoz, galaktoz, laktoz, maltoz, mannitol, mannoz,
melibioz, raffinoz, riboz, siikroz, trehaloz, nigasta, glukoz ve glikojeni fermente
etme test edildi.

Stok karbohidrat solusyonlar1 steril distile su ile %10 konsantrasyonda
hazirland1 ve 0.45 um’lik filtreden siiziilerek steril edildi. Karbohidratlarin
diliisyonlar1 fermentasyon besiyerinde %10’luk karbohidrat solusyonlarmn her
biri i¢in %1°lik hazirlandi. Solusyonlar steril ependorf tiipelerine 500 pl seklinde
dagitildi. Bir gecelik laktobasil kiiltiirlerinden 1.5 ml ii¢ kez karbohidrat
icermeyen fermentasyon besiyeri ile asiditenin giderilmesi icin yikandi ve pellet
500 ul fermentasyon besiyeri icinde siispanse edildi. Bakteri siispansiyonundan
10 pd almip %1 karbohidrath fermentasyon besiyerlerine ekildi ve 37°C’de 3-4
giin inkiibe edildi. Bromocresol purple iceren fermentasyon besiyerinin
renginin mordan sariya doniigmesi ile test pozitif olarak degerlendirildi.

Fermentasyon besiyeri (%1 Bacto peptone, %0.1 beef extract, %0.5 sodium
chloride ve %0.015 bromocresol purple) distile suda ¢oziildii ve pH 6.8'e
ayarlandiktan sonra otoklavda steril edilerek hazirland: (82).

3.2.4.4. Eskulin Hidrolizi

Eskulin UV 1gig1altinda floresan veren bir glikozittir. Bir gecelik laktobasil
kiiltiirii, 3 ml eskulinli besiyerine 1/15 oraninda inokiile edildikten sonra 24-48
saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. UV altinda floresan vermeyen omekler,
eskulin hidroliz testi pozitif olarak degerlendirildi.

Eskulinli sivibesiyeri; %1 heart infusion broth distile su ile 80°C’ye kadar
1sitilarak ¢oziildiikten sonra siizge¢ kagidindan siiziildii, icine %1 bacto peptone,
%0.5 sodium chloride, %0.1 esculine ilave edilerek hazirlandi. Otoklavda steril
edildildikten sonra kullamldi (83).

3.2.4.5. H,0, Uretimi

Laktobasillerin bir gecelik kiiltiirlerinden, TMB besiyerine yogun ¢izgi
ekimleri yapiip ii¢ giin 37°C’de anaerobik ortamda inkiibe edildi.
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Inkiibasyondan cikanldiktan ve atmosferik havada 15 dak bekletildikten
sonra H,O, iireten kolonilerin mavi renk olugturmasi ile test pozitif olarak
degerlendirildi (14, 84).

TMB besiyeri; %2.6 Brucella broth, %1.5 agar ve %1 nisasta distile suda
¢oziildiikten sonra otoklavda steril edildi. Besiyeri 80°C’ye sogutulduktan sonra
%0.001 horseradish peroxidase, %0.025 TMB (stok solusyon; 0.25 g TMB, 0.35
ml %25 lik HCI ve 50 ml distile suda ¢oziildii ve filtre sterilizasyonu yapildiktan
sonra renkli sisede saklandi), %0.5 hemin ve %0.1 vitamin K1 ilave edilerek steril
petri plaklarina dokiildii.

3.2.5. Laktobasillerde Bakteriyofaj ve Bakteriyosinlerin Arastirilmasi

Laktobasillerin bakteriyofaj veya bakteriyosin icerikleri, bu suglann
indiiklenmesi ve bakteriyofaj/bakteriyosin idetifikasyon testleri ile belirlendi.

3.2.5.1. Bakteriyofaj ve Bakteriyosinlerin Indiiklenmesi

Laktobasil suglarinin bakteriyofaj bulundurmalar1 ve bakteriyosin tiretmeleri
mitomisin C ile indiiklenenerek test edildi (41, 42). Laktobasillerin 24 saatlik
kiiltiirlinden subkiiltlir yapilarak bir gecelik taze kiiltiir elde edildi. Sabah taze
kiiltiirden, 10 mM CaCl, iceren MRS sivi (MRS-C) besiyeri igine 1/100 oraninda
subkiiltiir yapildi. Yaklagsik 2 saat (ODgy, nm= 0.2) inkiibasyondan sonra, son
konsantrasyon 0.2 pg/ml olacak sekilde mitomisin C ilave edildi ve yaklagik 5-8
saat inkiibasyona tabi tutuldu. Mitomisin C ile indiiklenmis kiiltiirler inkiibasyon
siiresince gozlemlenerek bulanik kiiltiirlerin profaj indiiksiyonu ve laktobasillerin
liz olmasi sonucu berraklagsmasi veya toz gibi ¢6kmesi ile belirlendi. Liz
gozlenen veya gézlenmeyen tiim kiiltiirlerden 1 ml ependorf tiiplerine alinarak
13000 rpm’de 10 dak santrifiij edildi. Siipernatant, bagka bir ependorf tiipe
aktarilarak bir damla kloroform ilave edildi. Bu gekilde elde edilen siipernatant
(lizat) kullamlacag siireye kadar 4°C’de saklandi (42, 85). Lizatlar, bakteriyofaj
ve bakteriyosinlerin belirlenmesi icin damla (drop assay) yontemi ile test
edildi.
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3.2.5.2. Bakteriyofaj ve Bakteriyosinlere Duyarh Konaklarin

Saptanmas

Laktobasillerde bakteriyofaj tasiyan veya bakteriyosin lireten suglarin ve bu
suglara duyarli olan konaklarin (indikator sug) belirlenmesi igin, Kili¢ ve ark
(41)’nin uyguladiklarn damla yontemi (drop assay) uygulandi.

Indikator olarak kullanilanilan laktobasillerin bir gecelik Kiiltiirlerinden, 10
mM CaCl, ve 100 mM glisin bulunan MRS sivi (MRS-CG) besiyerine 1/10
oraninda subkiiltiir yapildi. Subkiiltiirler, erken midlog gelisme fazinda iken
(yaklagik 4-6 saat) 200 pl alinarak ayn bir steril tiipe aktarildi. Yumugak MRS-
GC agar besiyeri hazirlanarak su banyosunda 47°C’ye sogutuldu. Hazirlanan bu
besiyeri su banyosunda bekletilen kapakli tiiplere 3’er ml dagitildiktan sonra
200 pl'lik indikator laktobasil subkiiltiirii ile kanistinildi ve MRS agar petri plag
yiizeyine ikinci bir tabaka olarak dokiildii. Yumugak agar donduktan sonra
petri plaklariin alt kapagina agar yiizeyine damlatilacak olan lizatlarin
belirlenebilmesi i¢in  karelere  boliinmiis ve numaralanmig seffaf kagitlar
yapistinldi. Yumusak agar yiizeyinin kurumasi i¢in petri plaginin iist kapagi yarim
acik olacak sekilde 37°C’de 30 dak bekletildi. Her bir karenin ortasina énceden
hazirlanmig lizatlardan 3 pl damlatildi. Damla yapilan petri plaklar, lizatin agara
iyice niifuz etmesi igin 15-20 dak hareket ettirilmeden oda sicakhiinda
bekletildi. Petri plaklar, dikkatlice mumlu kavanoza yerlestirildi ve 24-48 saat
37°C’de inkiibe edildi. Lizat damlatilan alanlarda indikator bakterinin iiremedigi
bir inhibisyon zonunun olusmasi bakteriyofaj/bakteriyosin veya antibakteriyel
aktivite varlifa olarak belirlendi (85). Tek plak olugturan lizatlar bakteriyofaj
pozitif olarak degerlendirildi. Damlatma yapilan bolgede bulamk, berrak, diffiiz,
halka veya yiiziik seklinde inhibisyon zonlan olusturan lizatlar kaydedilerek,
bakteriyofaj veya bakteriyosin iceri§i yoniinden aragtirmak amaci ile diger
testlere tabi tutuldu.

3.2.6. Bakteriyofaj ve Bakteriyosinlerin Ayirim
3.2.6.1. Lizat Diliisyon Yontemi

Damla yontemi ile indikator hiicre iizerinde inhibisyon olusturan lizatlarda,
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yogdun bakteriyofaj bulunmasindan dolayr tek plak goézlenemeyen, veya
antibakteriyel etkenden  dolayr olusan inhibisyon zonlarinin birbirinden
aynlmalan igin, lizatlarin seri diliisyonlar1 ile damla yontemi tekrarlandi. Diliie
edilmis lizatlarda inhibitér etkenin tek plak olusturmasi ile bakteriyofajlar
antibakteriyel aktivite/bakteriyosinlerden ayrldi. Damla yonteminde, inhibisyon
zonu belirlenen lizatlarin MRS sivi besiyerinde 10-1, 10-2, 10-3, 104 geklinde seri
diliisyonlar: yapildiktan sonra indikator  kiiltir  iizerine = damlatildi.
Diliisyonlarda inhibisyon zonu olusturan veya 0.5-2 mm ¢apinda tet tek acilma
seklinde plak (single plaque) olusturan lizatlar potansiyel bakteriyofaj olarak
degerlendirildi. Bakteriyofaj plagi olusturmayan, agik veya bulamk zonlar
olusturan ve artan diliisyonlarda zon gdzlenmeyen lizatlar antibakteriyel aktivite
olarak degerlendirildi (56).

3.2.6.2. Sicaklik Duyarhlik Testi

Laktobasil lizatinda bulunan inhibitor etkenin sicaklifa direnci damla
yontemi ile test edildi (41). Inhibisyon olusturan lizatlardan 100 wul 6 steril
ependorf tiipe dagitildi. Lizatlardan besi 60°C,70°C, 80°C, 90°C ve 100°C’de 10
dak tutulduktan sonra duyarli konaklar iizerine damlatildi. Kontrol olarak
sicaklifa maruz birakilmamis lizat kullamldi.  Sicaklifa direngli lizatlarda
bakteriyosin, duyarlt olanlarda ise bakteriyofaj veya sicakliga duyarli
bakteriyosinler bulundugu diisiiniilerek diger ayiric1 testler yapildi.

3.2.6.3. Duyarli Konak Enfeksiyonu

Damla yonteminde duyarli konagi inhibe ettigi tespit edilen lizatlarda
antibakteriyel aktivite nedeninin bakteriyofaj oldugunun belirlenmesinde duyarl
konak enfeksiyon yontemi uygulandi.

Duyarli konagin bir gecelik Kkiiltiiriinden 100 pl alindi ve 10 ml MRS-CG
besiyerine 1/100 oraninda subkiiltiir yapildi. Midlog fazindaki kiiltiirden 1 ml'si
kapakl: steril tiipe aktarildi ve bu kiiltiire bakteriyofaj icerdigi diisiiniilen lizatin
degisik diliisyonlarindan 100 pl kanstirildi. Bakteriyofajin konak hiicreye
adsorpsiyonu icin 37°C’de 45 dak inkiibe edildi. Enfekte hiicreler, dnceden



40

hazirlanmig ve 47°C’de bekletilen 3 ml yumusak MRS-CG agar besiyeri ile diisiik
hizda vortekslenerek karigtirldi. Kangim 37°C’de bekletilerek yiizeyi kurutulup
isitilan MRS  agar petri plaklarina dokiildiikten sonra inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra indikatdr hiicrenin iiremesi ile kaplanan agar yiizeyinde
kiiciikk liz alanlarin gozlenmesi (bakteriyofaj plagi) ile antibakteriyel etkinin
bakteriyofaja ait oldugu tespit edildi (42).

3.2.7. Bakteriyofajlarin XKarakterizasyonu
3.2.7.1. Bakteriyofaj Stoklarmin Hazirlanmasi

Enfeksiyon yontemi ile tek plak olusturan bakteriyofajlarin bulunduklar
konaklar mitomisin C ile indiiklenerek genis hacimde lizatlar hazirlandi (86, 87).
Bakteriyofaj belirlenen laktobasil suglarinin bir gecelik kiiltiiriinden 1 ml alinarak
37°C’de 1sitilmig 100 ml MRS-CG siv1 besiyerinde (pH 5.5) subkiiltiirleri yapilda.
Subkiiltiirler, erken midlog iireme fazina ulastiginda, mitomisin C ilave edilerek 8-
10 saat inkiibe edildi. Kiiltiirlerin inkiibasyonu siiresince hiicrelerin bakteriyofaj
indiiksiyonu sonucu liz olmalar izlendi.

Bol miktarda bakteriyofaj iiretmek amaci ile, indiikleme yontemine ilave
olarak bazi bakteriyofajlar icin enfeksiyon yontemi kullanildi. Bu amagla, duyarl
konagin 100 ml MRS-CG besiyerindeki erken midlog fazdaki kiiltiiri 1
bakteriyofaj/10 duyarli bakteri hiicresi [(moi=multiplicity of infection)=0.1]
olacak sekilde bakteriyofaj ile enfekte edildi ve 8-10 saat inkiibasyona tabi
tutuldu.

Hem mitomicin C indiiksiyonu hem de enfeksiyon yontemi ile elde edilen
bakteriyofaj lizatlarina 2 damla kloroform ilave edilerek indiiklenmeleri
durduruldu ve kiiltiirler 50 ml kapasiteli santrifiij tiiplerine aktarilarak 4°C’de,
10000 rpm huizda 10 dak santrifiij edildi. Siipernatant temiz bir sigseye aktarildi ve
10 mM MgSO, ve 0.1 ug/ml DNase 1 ve RNase ilave edilerek bakteri DNA ve
RNA’smin parcalanmasi igin 37°C’de 30 dak inkiibasyona birakildi.
Siipernatantdaki protein ve hiicre DNA'sim ¢oktiirmek amaci ile son
konsantrasyonu 1 M olacak sekilde NaCl ilave edildi ve yavagca alt iist edilerek
kanstinldi. Buz iizerinde 1 saat bekletildikten sonra tekrar 10000 rpm’de 10 dak
santrifiij edildi.  Siipernatant temiz bir gsigseye aktarildi ve bakteriyofaj
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partikiillerinin ¢tkmesi i¢cin son konsantrasyon %10 olacak sekilde polietilen
glikol (PEG 800 ) ilave edildi. Yavasca alt iist edilerek karnigtinldiktan sonra buz
lizerinde en az 1 saat bekletildi. Bakteriyofaj partikiilleri 15000 rpm’de 10 dak
santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Pellet korunarak siipernatant dokiildii ve santrifiij
tiipleri ters tutularak sivimin iyice siiziilmesi saglandi. Santrifiij ile ¢oktiiriilen
bakteriyofaj partikiillerinin 1 ml siispansiyon tamponu (SM) [, %0.58 NaCl,
%0.02 MgS04.7HO,,50 mM Trizma HCl (pH 7.5), %0.01 jelatin] icinde bir gece
4 °C’de bekletilerek c¢oziilmesi saglandiktan sonra steril ependorf tiiplerine
aktarild1 ve buzdolabinda saklandi.

Bakteriyofaj stogu, titrasyonu yapildiktan sonra drop assay, EM inceleme ve
DNA izolasyonunda kullamld.

3.2.7.2. Bakteriyofaj Titrasyonu

Bakteriyofaj titrasyonu stok lizat icindeki bakteriyofaj sayisinin belirlenmesi
icin yapildi. Bakteriyofaj lizatlarin seri diliisyonlar1 (10-1, 10-2, 10-3, 104, 10-5, 10-6,
10-7) SM ile yapild: (88). SM ig¢indeki bakteriyofaj diliisyonlarindan 100 i
alinarak 4-6 saatik duyarli laktobasil kiiltiirleri enfekte edildi. Yumugak agar
icinde olugsan bakteriyofaj plaklan sayilarak mililitredeki bakteriyofaj partikiil sayisi
[plaque forming unit/ml (pfu/ml) = Agar besiyerindeki plak sayisi/ ekilen miktar x
diliisyon miktar1) belirlendi (42, 56). Bakteriyofaj sayisi (titresi) 10® den fazla
olan lizatlar EM’de incelendi ve DNA izolasyonunda kullanildi.

3.2.7.3. Bakteriyofajlarin Elektron Mikroskopik Incelenmesi

PEG ile izole edilen bakteriyofajlar 0.1 M amonyum asetat i¢inde siispanse
edildi ve karbon kapli formvar film (grid) levhaya yerlestirilip kurutuldu. Levha
%2 uranil asetat ile (pH 4.2) negatif boyandi ve EM’de 100000-150000
biiylitmede bakteriyofajlar gozlenerek fotograflari cekildi (89).

3.2.8. Bakteriyofajlarin Litik Enfeksiyon Siklusu

Bir bakteriyofajin duyarli bir konak iginde gecirdigi bir jenerasyonluk

yasam siklusu ve bu siklus sonucu meydana gelen bakteriyofaj sayisi (single-step
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growth curve and burst size) bakteriyofaj enfeksiyonu yontemi ile moi= 0.1
olacak gekilde gerceklestirildi (42, 56). Enfeksiyonun baglangicim takip eden 30
dak adsorpsiyon siiresinin sonu sifinncidakika kabul edilerek her 15 dak’da bir
olmak iizere toplam 180 dak kiiltiirlerden 100 pl 6rnek alindi, diliisyonlan
yapildiktan sonra, iki aynm agar besiyerine ekildi. Her petri plagindaki
bakteriyofaj plaklan sayilarak pfu/ml’leri belirlendi. Sonuglar bir grafik iizerine, x
ckseni zaman, y ekseni bakteriyofaj sayisi olacak sekilde yerlestirilerek
bakteriyofajlarin latent ve cogalma periyotlarin1 gdsteren bir asamali gelisme
egrileri belirlendi. Indikatér bakteri kiiltiiriiniin mililitresindeki bakteri sayisi
(colony forming unite=cfu/ml) ve bu bakterilerin bakteriyofaj tarafindan
enfekte edilmesi sonucu olusan bakteriyofaj plaklart (pfu/ml) sayilarak, bir
indikator bakteriden olusan bakteriyofaj sayis1 hesaplandi. Bunun igin; bir
enfeksiyon siklusu sonucu olusan bakteriyofaj sayis1 (burst size) indikator

sayisina boliindii.
3.2.9. Spontan Bakteriyofaj Indiiksiyonu

Spontan indiiksiyon deneyi, Kkiiltiir icinde bakteriyofajin herhangi bir
ajanla indiiklenmeden, kendiliginden salinan bakteriyofaj sayisinin belirlenmesi
amacl ile yapidi. Profaj bulunduran lizojenik laktobasillerin bir gecelik
kiiltiirlerinden, MRS siv1 besiyerinde 1/100 oraminda subkiiltiirleri yapildi.
Kiiltiirlerden; 2, 3, 4, 5, 6 ve 8. saatlerde 1 ml alinarak 10000 rpm de 10 dak
. santrifiij edildi ve lizatlar hazirlandi. Aynca, kiiltiir icindeki laktobasillerin
sayisinn belirlenmesi icin lizat hazirlanirken konak hiicrenin cfu/ml’leri agar-ekim
yontemi ile belirlendi. Bakteriyofajin spontan indiiklenmesi ve indiiklenen
bakteriyofaj sayisinin belirlenmesi icin; lizatin seri diliisyonlar1 yapilarak damla
yontemi ve enfeksiyon deneyi yapildi. Spontan indiiklenmenin olup olmadig:
ve spontan pfu/ml ile cfu/ml sayilan kargilagtirilarak spontan indiiklenme oram
belirlendi.

3.2.10. Bakteriyofaj DNA Izolasyonu

PEG ile yogunlastirilarak elde edilen bakteriyofaj lizatlarindan bir kismu
bakteriyofaj DNA izolasyonunda kullanildi (86, 87). Bu amagla bakteriyofaj
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lizatindan 500 pl ayr bir ependorf tiipiine aktarildi ve birebir oraninda fenol
ilave edildi. Ependorf tiipii 5 dak yavasca kanstinlarak bakteriyofaj klfinin
parcalanmasi saglandi. Daha sonra 10000 rpm de 5 dak satrifiij edildi ve olusan
list faz temiz bir ependorf tiipiine aktanildi. Bu faz igindeki fenolu uzaklastirmak
icin bire bir oraninda kloroform-izoamilalkol (24:1) ilave edildi ve yavagca alt
iist edildikten sonra 5 dak oda isisinda birakildi, 10000 rpm de 5 dak santrifiij
edildi ve iist faz ayn bir ependorf tiipiine aktarildi. Bu islem iki kez tekrar edidi.
Siipernatant iizerine iki hacim %95 etanol ilave edilerek en az 1 saat -20°C’de
bekletilerek bakteriyofaj DNA'sinin presipite olmasi saglandi ve 10 dak santrifiij
edildildikten sonra siipernatant dokiildii. Ependorf tiipiine bir hacim %70'ik
etanol ilave edildi ve 2 dak santrifiij edildikten sonra dokiildii, DNA 65°C’de 10
dak kurutuldu ve TE tamponunda [10 mM Trizma-HCl (pH8.0), 1 mM EDTA
(pH8.0) saf suda hazirlanarak otoklavda steril edildi ] ¢oziindii. Bakteriyofaj
DNA’smin TE i¢inde ¢oziinmesi amaci ile bir gece 4°C’de bekletildikten sonra,
DNA’'nin safligi ve konsantrasyonun tespit edilmesi amaci ile 5 ul DNA
soliisyonu %0.8 agaroz jelde, 60 voltta 1 saat yiiriitiildii ve jel etidiyum bromiir
(0.1 ug/ml) ile boyandiktan sonra UVT’de incelendi. Kalan 6rnekler kullanilacag:
siireye kadar -20°C’de saklandi.

3.2.10.1. Bakteriyofaj DNA’larmin Restriksiyon Enzim Analizleri

Izole edilen bakteriyofajlanin genom biiyiikliiklerini belirlemek amaci ile
restriksiyon enzim analizleri yapildi. Bakteriyofaj DNA'lari, EcoRl, Psil ve Sall
restriksiyon enzimlerinin bir iinitesi ile bakteriyofaj DNA'nin 1 g toplam 10 pl
hacim icinde kesildi. Bu amagla enzim, enzime spesifik tampon ve bakteriyofaj
DNA kansmmi(1 gl Enzim, 1 ul enzime spesifik 10x tampon ve 8 ul bakteriyofaj
DNA) buz iizerinde hazirland: ve 1 saat 37°C’de inkiibe edildi. Kesilen DNA
soliisyonuna 2 yul yiikleme tamponu [ %20 ficoll 400, 0.1 M Na,EDTA (pH 8.0),
%0.25 bromophenol blue, %0.25 xylene cyanole ] ilave edilerek 10000 rpm de
5 sn santrifiij edildi ve 10 dak 65°C’de bekletilerek enzim inaktive edildi,
tekrar 5 sn satrifiij edildilerek Ornegin tiipiin dipinde toplanmasi saglandi ve
%0.81ik agaroz jele yiiklenerek elektroforeze tabi tutuldu.

Restriksiyon enzimleri ile kesilen bakteriyofaj DNA fragmanlarinin

BC YUkS i -RETIV KURULD
POKUMANTASYON MERKEZI
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biiyiikliiklerini hesaplamak icin; ¢ekilen jel fotograflar1 biiyiitiildii. Fotografta,
her bir bakteriyofaja ait DNA fagmanlarimin ve molekiiler agirlik standart’: bir
cetvel yardmu ile Olgiilerek semi-logaritmik grafik kagidinin x eksenine, DNA
fragman biiyiikliikleri kilobaz cifti (kb) olarak y eksenine yerlestirilerek standart
bir grafik elde edildi. Bu grafik yardimu ile bakteriyofaj genomunun restriksiyon
enzimler ile kesilerek elde edilen fragmanlannin biiyiikliikleri hesaplandi. Bir
bakteriyofajin genom biiylikliigii restriksiyon fragmanlannin biiyiikliiklerinin
aritmetik toplamiile kb olarak hesaplandi.

3.2.11. DNA-DNA Hibridizasyonu
3.2.11.1. Southern Hibridizasyon

Sauthern hibridizasyon, 1975 yilinda Southern tarafindan geligtirilen,
teshis materyalinde bulunan mikroorganizmalann, izole ve piirifiye edilmig
DNA'larindaki spesifik sekanslari, isaretli problar (RNA veya DNA) yardimiyla
ortaya konmasina dayal bir tekniktir (90, 91). Restriksiyon enzim analizi ile
kesilen bakteriyofaj DNA'an yine biyotin ile isaretlenmis (BioNick™ Labeling
System, GIBCO BRL, USA) fakat kesilmemis bakteriyofaj problan ile
hibridizasyona tabi tutuldu ve izole edilen bakteriyofajlarin genom diizeyinde
birbirlerine olan benzerlikleri belirlendi.

a. Membrana Bagh Denatiire DNA’nin Hazirlanmasi: Restriksiyon
enzimleri ile kesilen bakteriyofaj DNA'lar, %0.8'lik agaroz jelde elektroforez
edildikten ve boyanip su ile yikandiktan sonra 200 ml 0.25 N HCI icinde 15
dak yavasca calkalayarak DNA'min depiirinizasyonu saglandi. Jel iki defa distile
su ile yikandi. DNA'min denatiirasyonu igin, jelin iizerini kaplayacak kadar
0.5 N NaOH ilave edildi ve 30 dak yavagca calkalamaya birakildi. Jelin
boyutlarinda kesilen naylon hibridizasyon membram kesilerek 2x SSC [20x
SSC: 3 M NaCl, 0.3 M sodyum sitrat, 1 M HCI (pH 7.0)] icinde 1slatildi. Naylon
membran boyutlarinda filtre kagitlari kesildi ve 10x SSC ile islatldi.  Jelin
membrana transferini saglamak igin hazirlanan bir siingerin lizerine sirasi ile,
filtre kagidi, jel, naylon membran, filtre kagitlar1 ve agirlik yerlestirilerek 10x SSC
varlifinda bir gece DNA’nin naylon membrana transferi (blot) gergeklestirildi.

Gerektiginde 1slanan filtre kagitlan kuru olanlar ile degistirildi, azalan 10x SSC
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siingerin yan yiksekligini ge¢cmeyecek kadar yerine kondu. Blot iglemi
sonunda, membran alinarak, 2x SSC icinde 5 dak ykandiktan sonra oda
sicakhiginda kurutma kagitlan1 arasinda en az 30 dak kurutuldu.

b. Prehibridizasyon ve Hibridizasyon: Agaroz jelden DNA aktarilmis ve
kurutulmus naylon membran 3 dak UV isigina maruz birakilarak DNA'nin
membrana iyice baglanmasi (cross-link) saglandi. Membran temiz naylon poset
icine yerlestirildikten sonra membran boyutlarindan 1 cm biiyiikk olacak sekilde
kenarlardan kapatildi. Poget ucundan kesilerek igine, bir 1sitic1 yardimu ile 10 dak
" kaynatilip buz icinde hizlica sogutulmus 10 ml prehibridizasyon soliisyonu ilave
edildi, hava kabarcifi kalmayacak sekilde kapatildi ve prehibridizasyon
soliisyonunun homojen dagilim: saglandi. Poget, 42°C su banyosunda 6 saat 80
rpm siddetinde calkalamaya birakilarak membranin transfer edilen DNA disinda
kalan kisimlann (background), prehibridizasyon solusyonunda bulunan
nonspesifik DNA ile kaplanmasi saglandu.

Prehibridizasyon soliisyonu; %50 formamide, %5 SSC, 5x Denhardt's
soliisyonu, 25 mM sodyum fosfat (pH 6.5), 0.5 mg/ml isitilarak denatiire edilmig
herring sperm DNA, %5 dekstran siilfat, %0.5 SDS soliisyonlar steril deiyonize
su ile 100 ml ye tamamlanarak hazirlandi ve 7 ml hacimlerde tiiplere
boliigtiiriilerek -20°C’de kullamilacag1 siireye kadar saklandi.  Denhardt's
Soliisyonu (50x); %1 Ficol, %1 polyvinylpyrrolidone, %1 BSA ve steril deiyonize
su ile hazirlandi.

Prehibridizasyon iglemi tamamlandiktan sonra hibridizasyon soliisyonuna 20
ulbiyotin ileisaretli bakteriyofaj DNA probu ilave edilerek 10 dak kaynatildi ve
hemen buz icinde alinarak 2-3 dak kangtinlarak denatiire olmug DNA
zincirlerinin tekrar renatiire olmalan engellendi. Prehibridizasyon soliisyonu,
posetin ucundan biraz kesilerek bosgaltildi ve igine hibridizasyon soliisyonu
ilave edilerek 42°C’de bir gece su banyosunda inkiibasyona birakildi.

Hibridizasyon soliisyonu; %45 formamide, %5 SSC, 1x Denhardt's
soliisyonu, 20 mM sodyum fosfat (pH 6.5), 0.2 mg/ml taze denatiire edilmig
herring sperm DNA, %5 dextran siilfat ve %0.5 SDS ’in steril deiyonize su ile 100
ml ye tamamlanmasi ile hazirlandi ve 7 ml hacimlerde steril tiiplere dagitilarak
-20°C’de kullanilacag siirilye kadar saklandi.

¢. Yikama i§lemi: Hibridizasyondan sonra membran pogetten c¢ikartilarak
yikama iglemine tabi tutuldu. Bunun i¢in; 100 ml soliisyon A (2x SSC, %0.1 SDS)
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ile oda 1s1sinda 3 dak iki defa yikandi. Aym iglem soliisyon B (0.2x SSC, %0.1
SDS) ile iki kez tekrar edildi. Daha sonra membran 65°C’de soliisyon C (0.6x
SSC, %0.1 SDS) ile 15 dak 65°C’de inkiibe edildi ve membran 100 ml 2x SSC ile
2-3 dak stabilize edildi.

d. Tespit ve Goriintiilleme islemleri: Prob ile hibridize olmus DNA’nin
membrana tespiti i¢in membran sirasiile tampon 1 [0.1 M TrisHCI (pH 7.5), 0.15
M Na(l] icinde 1-2 dak bekletildikten sonra dokiildii, tampon 2 (tampon 1
icinde %3 BSA hazirlandi ve -20°C’de kullanilacag1 siireye kadar saklandi)
ilave edilerek 10 dak calkalayicida calkalanarak tampon 2 i¢inde bulunan BSA
ile membranin kaplanmasi saglandi. Tampon 2 dokiildiikten sonra 7 ml 1/1000
oraninda diliie edilmigve iiretici firmadan saglanan konjugat ile membran 10 dak
yikandi. Membran, tampon 1 i¢inde 2 kez 15 dak ve daha sonra tampon 3 [0.1 M
Tris HCI (pH 9.5), 0.1 1M NaCl, 50 mM MgCl,] icinde 10 dak calkalayicida ¢ok
yavag calkalanarak yikandi. Renkli sgisede taze olarak hazirlanan boya
sollisyonu (7.5 ml tampon 3 igine 33 ul BCIP ve 25 yl NBT) membrana ilave
edildi ve renk olugsana kadar (1/2-4 saat) karanlikta bekletildi. Son olarak
membranin boyanma islemini, tampon 4 [20 mM Tris HCI (pH 7.5), 0.5 mM

EDTA) ilave edilerek durduruldu, membran kurutularak goriintiilendi.
3.2.11.2 Dot Blot Hibridizasyonu

Mitomisin C ile indiiklenmeyen laktobasil bakteriyofajlarin belirlenmesi ve
farkli morfolojiye sahip bakteriyofaj gruplan arasindaki benzerliklerin tespit
edilmesi i¢in; Southern hibridizasyonda kullamlan bakteriyofaj DNA problari
kullamlarak dot blot hibridizasyonu yapildi(91).

Laktobasillere ait kromozomal DNA'lar ve saflagtinlmig bakteriyofaj DNA’lan
membran iizerine 3 pl (yaklagik 0.1 ug) damlatildi. Membran oda sicaklifinda
kurutulduktan sonra denatiirasyon suliisyonu (0.5 M NaOH, 1 M Na(l) ile
islatilmas filtre kagitlar: lizerine yerlestirildi ve 5 dak bekletilerek membran iizerinde
niikleik asidlerin denatiirasyonu saglandi. Membran, 0.5 M Tris HCI (pH 7.5)
iginde 1slaulm1§ﬁltre kagid: iizerine aktarildi ve 30 sn bekletilerek tamponlandi.
Daha sonra notralizasyon soliisyonu [1 M Tris HCI (pH 7.5), 1.5 M Na(l] ile
islatilmis olan filtre kagitlar: iizerine aktarilarak 5 dak bekletildi ve oda sicaklifinda
kurumaya birakildi. Membran tamamen kurutulduktan sonra UVT’de 3 dak
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bekletilerek DNA'min membran iizerine fikse olmasi saglandi. Bu agamadan sonra
Sauthern hibridizasyonda takip edilen yontem ile prehibridizasyon, hibridizasyon
ve goriintiileme iglemleri gerceklestirildi. Membran boyandiktan sonra koyu bir
rengin olugmasi, kullanilan prob DNA ile test edilen DNA arasindaki homolojinin
varligini gosterdi.

3.2.12. Laktobasillerden Kromozomal DNA izolasyonu

Laktobasillerden kromozamal DNA izolasyonunda, Lewington ve ark
(92) ve Klaenammer (93)’1in tarif ettikleri protokoller modifiye edilerek
kullamulds.

Bir gecelik laktobasil kiiltiirlerinden 10 ml steril tiiplere alindi, 5000 rpm
de 10 dak santrifilj edilerek hiicreler coktiiriildii. Pelet, 500 yl taze MRS ile
coziindiikten sonra iizerine 9.5 ml MRS ve %3 glisin ilave edildi ve 2 saat
37°C’de inkiibasyona birakildi. Hiicreler S000 rpm de 10 dak santrifiij edilerek
coktiiriildii ve 1 ml soguk STE ile [%25 siikroz, SO0 mM Tris HCI (pH 7.5), S
mM EDTA (pH 8.0)] iki kez yikandiktan sonra aym c¢ozeltinin 1 ml’si iginde
coziilerek buz iizerinde 10 dak bekletildi, 5 mg/ml lizozim ilave edilerek
37°C’de 30 dak inkiibe edildi. Lizozim ile muamele edilen hiicreler 12500 rpm
de 45 sn ¢oktiiriildii ve siipernatant dokiildii. Pelet vorteks ile kanstinlds,
tizerine 500 pl liz solusyonu [5 mM Tris HCI (pH 7.5), 5 mM EDTA (pH 8.0),
50 mM glukoz, %3 SDS) ilave edildi ve yavagca alt iist edilerek kangtmld.
Aym kangima 50 pl 1 N NaOH, 5 ul proteinaz K (5 mg/ml) ve 10 yl RNase (10
mg/ml) ilave edildikten sonra 65°C’de bir gece inkiibe edildi. Kangim 10 dak
oda sicakliginda sogumasi icin bekletildikten sonra, iizerine 50 12 M Tris HCI
(pH 7.0) ve 70 1 5 M NaCl ilave edildi. Hiicre lizati 500 pl %3 NaCl ile satiire
edilmis fenol ve 300 ul kloroform ilave edilerek 5 dak c¢ok yavagca
kangtinlarak proteinler ekstrakt edildikten sonra 10000 rpm de 10 dak
coktiiriildii. Ust kisim steril bir ependorf tiipe alind1 ve 600 1 kloroform-
izoamilalkol ile 5 dak ekstrakte edilerek 10000 rpm’de 5 dak santrifiij edildi.
Ust faz steril bir ependorf tiipe alindi ve DNA iki hacim %95 etanol ile
presipite edildi, %70’lik etanol ile yikand1 ve pelet 65°C’de kurutulduktan
sonra 200 pl TE icinde ¢oziildii.



3.2.13. AP-PCR

L. gasseri ®adh bakteriyofajinin lizin genine spesifik primerler (Lys F: 5°-
CTA ATA CGA CGG CAATTCTAG-3’; Lys R: §5’- CCC CGT CCA TTG ATG
GGA AAT-3’) kullamlarak gergeklestirildi (94). Buz iizerinde hazirlanan PCR
reaksiyonu toplam 50 ul hacimde ve her bir primerden 10 picomol, 1x reaksiyon
tamponu, her bir deoksiniikleotit tri fosfat (ANTP: dATP, dGTP, dTTP, dCTP)’dan
02 mM, 1.5 uM MgCl, ve 1 U Taq DNA polimeraz ve kalip DNA ile
gerceklestirildi. Amplifikasyon 30 siklus olarak baglangictaki 94°C’de 3 dak
denatiirasyondan sonra, 94°C’de 30 sn, 32°C’de 1 dak ve 72°C’de 2 dak olarak
yapildi. Tamamlanamayan zincirlerin tamamlanmasi igin amplifikasyon sonrasi
72°C’de 10 dak inkiibe edildi. AP-PCR iiriinlerinden 20 pl alinarak %2 agaroz
jelde, 60 voltta 1 saat yiiriitiildii ve UVTaltinda polaroid kamera ile goriintiilendi.

3.2.14. Laktobasillerin Total Hiicre Proteinlerinin Analizi

Laktobasillerin total hiicre protein profillerinin belirlenmesi amaci ile sodyum
dodesil sulfat poliakril amid jel elektroforezi (SDS-PAGE) esas olarak
Laemmli’nin (95) tanumladigi sekilde yapildi.

Laktobasillerin MRS siv1 besiyeri icindeki bir gecelik taze Kkiiltiirlerinden 6
ml 7000 rpm’de ¢oktiiriildii. Pelet ii¢ kez 1 ml TE (pH 7.0) tamponu iginde
yikandi. Pelet 500 pl STET tamponu [%8 sukroz, %S5 triton X-100, 50 mM EDTA,
50 mM Tris HCI (pH 7.0)] iginde ¢oziildii ve 10 mg/ml lizozim ilave edildilerek
37°C’de 40 dak inkiibe edildi. Viskozite ile bakterilerin liz oldugu gozlendikten
sonra 10000 rpm’de 30 sn hiicreler ¢oktiiriildii. Pelet iizerine hacmi kadar 2x
sample tamponu [% 4 SDS, % 20 glycerol, % 10 2-mercaptoethanol, 125 mM Tris
( pH 6.8) ve % 0.5 bromphenol blue] ilave edildi ve kanstnldi. Ornegin iizeri,
birka¢ damla mineral oil ile kapland1 ve 5 dak kaynatildi, 10000 rpm de 3 dak
santrifiij edildikten sonra iist kisimdan 30 pl miktarlara boliiniip SDS-PAGE
uygulanmak iizere -20°C'ye kaldinld.

Total hiicre proteinlerinin analizi igin % 10'luk ayirma jeli (15.9 ml deiyonize
su, 13.3 ml acryl:Bisacryl (29:1), 10 ml Tris-HCI (pH 8.8), 0.4 ml % 10 luk SDS, 0.4
ml % 10 luk ammonium persulfate (APS) ve 0.016 ml TEMED ile hazirland1.)
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hazirlandi ve 1.5 mm spacer kullanillarak hazirlanan cam plakalar arasina
dokiilerek iist kisma2-3 mm kadar butanol ilave edildi. Yigma jelinin (9.825 ml
deiyonize su, 1.875 ml Tris HCI ( pH 6.8 ), 3 ml acrylamide- bisacrylamide, 0.15 ml
% 10’luk SDS, 0.075 ml % 10’luk APS, 0.015 ml TEMED ile hazirland:.) iist
kismindaki biitanol dokiilerek deiyonize su ile bir ka¢ defa yikand:i ve
kurutma kagitlar1 ile kurulandi. Polimerizasyon igin 30 dak oda 1sisinda
bekletildi ve iizerine % 5’lik yigma jeli ilave edildi. Taraklardan 1.5 mm
kalinhigindaki ve 20 kuyucuklu olam jelin iist kismina yerlestirildi. Jel
polimerize olduktan sonra tarak cikarlarak kuyucuklar elektroforez tamponu
ile yikandi ve 1x elektroforez tamponu (10x Elektroforez tamponu; 0.25 M
Trismabase, 1.192 M glycine, % 1 SDS olacak sekilde hazirlandi ve pH 8.3’¢ ) ile
Ornekleri yiiklemek i¢in hazir hale getirildi.

Hazirlanmig total hiicre protein Ornekleri -20°C'den alinarak 3 dak
kaynatildi ve 10000 rpm de 2 dak santrifiij edildikten sonra iist kisimdan 20 ul
kuyucuklara yiiklendi. Proteinler, yigma jelini gegene kadar 90 V,daha sonra ise
180 V dogru akim altinda elektroforeze tabi tutuldu. Isaret boyasi jelin alt
kismina geldiginde akim durdurularak jel ¢ikanldi ve coomassie brillant blue R-
250 boyas1 (% 45 deiyonize su, % 45 methanol, % 10 glacial asetik asit ve % 0.25
coomassie brillant blue R- 250) ile bir gece yavagga calkalanarak boyandi. Bu
islemden sonra boya giderme soliisyonuna (suda % 7.5 glacial acetic acid ve
%20 methanol) alindi ve fotografi ¢ekildi.

3.2.15. Bakteriyosin Varhgmin Belirlenmesi

Damla yontemi ile diger laktobasilleri inhibe eden fakat bakteriyofaj
belirlenemeyen laktobasil suslann bakteriyosin iiretimi agisindan agar kuyucuk
yontemi ile test edildi. Bakteriyosinlerin, H,O,’den ayirmak i¢in katalaz enzimine
duyarlilik, asit etkisinden aymmu igin notral pH’da inhibisyon aktiviteleri test
edildi.

3.2.15.1. Agar Kuyucuk Difiizyon Yontemi

Bakteriyofaj belirlenemeyen laktobasil suglar1 bakteriyosin yo6niinden

aragtinlmak ilizere agar kuyucuk difiizyon yontemi ile incelendi (96, 97).
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Bakteriyosin varligini tespit etmek icin mitomisin C ile indiiklenerek hazirlanan
lizatlar kullamld.

Laktobasillerin  olusturdugu antimikrobiyal maddelerden etkilenen
laktobasil suglarnin (indikator suglar) 4-6 saatlik Kkiiltiirleri hazirlandi ve bu
suglardan 500 pl alinarak 47°C’de bekletilen Rogosa SL agar besiyerinin 20
ml’si ile kangtinldiktan sonra steril petri plagina dokiildii. Rogosa SL agar
donduktan sonra 4 mm capinda steril cam tiip ile en az 3 cm aralik olacak
sekilde kuyucuklar acildi ve bu kuyucuklara bakteriyosin siipheli laktobasil
susuna ait lizatlardan 100 pl damlatildi. Damlatilan lizatin agar icine diffiiz olmasi
icin 4°C’de 4 saat bekletildikten sonra 37°C’de ve CO,’li ortamda inkiibe
edildi. Indikatér suglann kuyucuk etrafinda iirememesi veya bir inhibisyon
zonunun olusmasl, etkenin bakteriyosin, H,O, veya asit oldugu seklinde
degerlendirildi.

Agarda gozlenen inhibisyon zonunun lizattaki asit veya bakteriyosinden
mi ileri geldifini ayrmak igin asit nétralizasyonu yapiddi. Bunun igin 75 ul
kiiltiir siispansiyonu 25 pul %10’luk CaCO,; soliisyonu ile kanstmildi ve
kuyucuklara kondu. CaCo0, ilave edilmeyen lizatlar kontrol olarak kullamildi.
CaCo0, ilave edilen lizatlarin etrafinda inhibisyon zonu olugsmas1 ve CaCo,
bulunmayan kuyucuklarin etrafinda inhibisyonun olugmamasmin nedeninin
lizatta bulunan asitten, her iki kuyucugun -etrafinda inhibisyon gozlenmis ise,
bu inhibitdr ajamin bakteriyosin veya H,0O, varligi nedeni ile olabilecegi

diigiiniilerek diger ayirici testler yapildi.
3.2.15.2. Bakteriyosin Lizatlarmin Katalaz Enzimine Duyarhhigi

Indikator laktobasil suglarim inhibe eden antimikrobiyal ajan veya ajanlarm
bakteriyosinden mi yoksa H,0O,’den mi kaynaklandiinin belirlenmesi icin agar
spot metodu ile katalaz inaktivasyon testi uygulandi (98, 99).

Antibakteriyel aktivite gosteren suslarin 18 saatlik kiiltiirleri, 10 mM Tris-HCl
(pH 7.0)’de 1/10diliie edildi. Diliie kiiltiiriin 2 pl'si (106cfu/ml) 6 kuyucuklu doku
kiiltiir pleytlerinde hazirlanan Rogosa SL agar besiyerinin iki ayn kuyucuguna
damlatildi ve kuruyana kadar bekletildikten sonra 24 saat inkiibe edildi. Indikator
suslarin 8 saatlik kiiltiirleri (1/10) alinarak 47°C’de bekletilen Rogosa SL yumusgak
agar ile karigtinldi ve son konsantrasyon 5 mg/ml olacak sekilde katalaz enzimi
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ilave edildi. Kangim 24 saat inkiibe edilen test suglanimin bulundugu
kuyucuklardan birinin iizerine ilireyen kiiltiirii yayilmayacak sekilde dokiildii.
Kontrol amaciile diger kuyucuk iizerine ayn: sartlarda hazirlanmuig ve katalaz ilave
edilmemisindikator kiiltiir dokiildiikten sonra 18-24 saat inkiibe edildi ve olusan
inhibisyon zonlan incelendi. Katalaz enzimi bulunan kuyucuklarin etrafinda
inhibisyon zonu olugsmamigsa etkinin H,O,, inhibisyon zonu olugmugsa etkinin
bakteriyosine ait oldufuna karar verildi.

Katalaz enziminin (2800 U/mg) stok soliisyonu, 50 mg/ml miktarmda steril
distile su iginde eritildikten sonra filtreden siiziilerek hazirlandi. Kullanilacag:
sireye kadar -20°C’de saklandi.

H,0,’in edegisik konsantrasyonlarinin (ticari HO,’in distile suda %1, %2,
%3, %4, %5 ve %6'11K) indikator laktobasillere olan etkisi, test edildi. Bunun igin;
her bir H,0, diliisyonundan daha Once izah edildigi sekilde ve miktarda
indikator laktobasil Kkiiltiirii lizerine damlatilarak test edildi.

Katalaz enzim aktivitesini test etmek igin H;O,’nin yukarida verilen
miktarlarina son konsantrasyon 7 U/ml katalaz enzimi ilave edilerek 25°C’de 35
dak bekletildikten sonra Kkiiltiirler iizerine damlatildi. Sonugta 7 U/ml katalaz
enziminin maksimum %3 oraminda H,0,’i inhibe edebildigi ve dolayisi ile test
icin kullanilan katalaz enziminin ¢aligtyor oldugu belirlendi. Bu kontroller, iki

farkli indikator sug iizerinde test edilerek dogrulandi.
3.2.16. Bakteriyosinlerin Karakterizasyonu

Izole edilen laktobasillerde belirlenen bakteriyosinlerin sicaklik, pH ve
proteazlara duyarlilik gibi ©zellikleri incelendi. Ayrica, bakteriyosinler diliie
edilerek minimum inhibitor konsantrasyonlar1 belirlenmeye caligild.

3.2.16.1. Bakteriyosinlerin Minimal inhibisyon Konsantrasyonlarinm
Saptanmasi

Bakteriyosin igeren lizattlann MRS siv1 besiyerinde 10%’e kadar seri
diliisyonlar1 hazirlandi.  Diliisyonlardan duyarli indikator laktobasil kiiltiirler

lizerine damlatilarak minimal antibakteriyel etkinin gozlendigi son diliisyon
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tespit edildi.
3.2.16.2. Bakteriyosinlerin Isiya Duyarhhklarinin Saptanmasi

Bakteriyosin bulunan lizatlarin her birinden 5 ayn ependorf tiipe 100’er
ul aktanldi. Ependorf tiiplerinin herbiri 60, 70, 80, 90 ve 99°C’de 10’ar dak
tutulduktan sonra duyarli konaklar iizerine damlatildi. Duyarli konak iizerinde
inhibisyon zonu olusturan lizatlardaki bakteriyosinler direngli, olugturmayanlar
duyarli olarak belirlendi (100). Is1 testinde 99°C’de 10 dak direngli olan
bakteriyosin iceren lizatlar kaynatma testine tabi tutuldu. Bunun igin 4
ependorf tiipe 100'er pl lizat dagitildi ve birinci tiip 10, ikinci tiip 20, iigiincii
tip 30 ve dordiincii tiip 60 dak 100°C’de kaynayan su banyosu iginde
bekletildi ve duyarli konak iizerine damlatildi. Inhibisyona neden olmayan
lizatlar icindeki bakteriyosinlerin, belirlenen kaynama derecelerine ve siirelerine
duyarls, inhibisyon zonu olusturanlarin ise direngli olduklan belirlendi. Kontrol

olarak ayni sartlarda elde edilen ve i1siya maruz birakilmayan lizatlar kullamldi.
3.2.16.3. Bakteriyosinlerin pH’ya Duyarhhklarimin Saptanmasi

Lizatlarda belirlenen bakteriyosinlerin karakterizasyonu igin degisik pH
degerlerindeki aktivitelerine bakildi. Bu amagla steril 1 N NaOH, 2 N HCI
soliisyonlar1 ve pH kagitlann kullanilarak lizatlarnin pH’lar1 3.0, 4.5, 7.0 ve 9.0'a
ayarlandiktan sonra oda sicaklifinda 4 saat bekletildi. Degisik pH’lardaki
lizatlar indikator suglar iizerine damlatilarak test edildi. Indikator suglan inhibe

eden lizatlar ve pH degerleri tespit edilerek kaydedildi.
3.2.16.4. Bakteriyosinlerin Proteazlara Duyarhhklarimin Saptanmasi

Bakteriyosinlerin proteolitik enzimlere duyarliliklarini test etmek amaci ile
proteinaz K, pronaz E ve tripsin’in stok soliisyonlar1 hazirlandi. Bakteriyosin
iceren lizatlanin pHlan 7.0’ye ayarlandi. Proteolitik enzimlerin son
konsantrasyonlann 0.1 mg/ml olacak sekilde lizatlara ilave edildi. Islemlerin
tiimii buz iizerinde yapildi. Kontrol olarak pH’lari notralize edilmis ve

notralize edilmemis enzim igermeyen lizatlar kullamildi. Tiim lizatlar 37°C’de 1
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saat inkiibe edildi. Lizatlarin proteolitik enzimlere duyarliiklan damlatma
yontemi ile test edildi ve inhibisyon aktivitesinin belirlenmesi o enzime karsi
bakteriyosinin direngli oldugu seklinde degerlendirildi (101).

Tripsinin 0.5 mg/ml stok soliisyonu 0.1 M sodium fosfat tamponu iginde
hazirland1 ve son konsantrasyon 0.1 mg/ml olacak sekilde kullamld:(102).

Proteinaz K, 0.041 M potasyum fosfat tamponu iginde 2 mg/ml stok
konsantrasyonda hazirland: filtreden siiziilerek steril edildi.

Pronaz E; potasyum fosfat tamponu (pH 7.5) icinde, 0.5 mg/ml stok
konsantrasyonda hazirlandiktan sonra filtreden siiziilerek steril edildi.

Tripsin, proteinaz K, pronaz E ve enzimlerin aktivite kontrolleri bovin
serum albiimin (BSA) ile test edilerek SDS-PAGE analizi ile kontrol edildi.

Deiyonize steril suda hazirlanarak filtre ile steril edilmis stok BSA'nin 1,0.5 ve
0.25 mg/ml diliisyonlar1 hazirlandi (103). Enzimlerin son konsantrasyonlar1 0.1
mg/ml olacak gekilde total 50 ul BSA soliisyonlar: ile buz iizerinde kangtinldi
(101). Enzim iceren ve igcermeyen BSA soliisyonlar: ikigerli olarak hazirlandi.
Aym komponentleri tasiyan Orneklerden biri -20°C’de bekletilirken, digeri
enzim iglevinin belirlenmesi i¢in37°C’de 60 dak inkiibe edildi. Orneklerin tiimii
SDS-PAGE de yiiriitilerek BSA'nin parcalanip parcalanmadii gozlendi ve
enzimlerin aktiviteleri kontrol edildi (95).

3.2.16.5. Besiyerleri Kompozisyonunun Spontan Bakteriyosin
Uretimine Etkisinin Saptanmas

Bir gecelik laktobasil kiiltiirlerinden, 5 ml Rogosa SL, ayrn ayn ticari
bilesenlerin katilmasi ile hazirlanmig MRS ve ticari MRS siv1 besiyerlerinde 1/10
oraninda subkiiltiirleri yapildi. Kiiltiirlerden 18, 24 ve 48 saat sonunda 1 ml
alinarak 10000 rpm’de 10 dak santrifiij edilerek kiiltiir lizatlar1 hazirlandi. Elde
edilen tiim lizatlann seri diliisyonlar1 yapildi, duyarlt konak iizerine damlatma
yontemi ile test edilerek bakteriyosin iiretimi i¢in en uygun besiyerinin hangisi
oldugu belirlendi.



3.2.16.6. Sodyum Kloriiriin Bakteriyosin Uretimine Etkisinin

Saptanmasi

Sodyum kloriiriin degisik konsantrasyonlarinin sivi veya Kkati ortamlarda
bakteriyosin iiretimi lizerine olan etkisi aragtirldi.

Bakteriyosin iireten laktobasillerin bir gecelik kiiltiirlerden %1, %2, %3, %4,
%5 ile %10 NaCl bulunan MRS sivi (pH 6.8) besiyerlerine 1/25 oraninda
subkiiltiileri yapildi ve 24-48 saat inkiibasyona tabi tutuldu. Bu siire sonunda
kontrol lizatlar ile birlikte Kkiiltiirlerin siipernatanttlar1 duyarl1 konaklarin iizerine
damlatilarak test edildi.

Test, agarl1 besiyerinde tekrar edildi. Bunun icin %1, %2, %3 ve %4 NaCl
iceren Rogosa SL hazirlandi ve steril 12 kuyucuklu doku Kkiiltlir pleytlerine
kontrol besiyeri ile birlikte dokiildii.  Bakteriyosin {ireten suglarin taze
kiiltiirlerinden 2x103 cfu/2ul alinarak Rogosa SL agar besiyerleri iizerine
damlatildi ve 24 saat CO,'li ortamda inkiibe edildi. Duyarli konagin 6-8 saatlik
kiiltiirii hazirlanarak 45°C’de  bekletilen Rogosa SL soft agar icine 1/10
oraminda kanstnldi ve pleytin kuyucuklarina ikinci tabaka olarak dokiildii.
Hazirlanan pleytler, 24 saat daha inkiibasyona tabi tutuldu. Kontrol olarak
Na(Cl icermeyen Rogosa SL agar besiyerinde olusan zon capi ile NaCl iceren
ortamlardaki olusan zon c¢aplan bir cetvel yardimi ile olgiilerek kargilagtinldi ve

NaCl'iin bakteriyosin iiretimi iizerine etkisi belirlendi.
3.2.17. Bakteriyosinlerin Antibakteriyel Aktivitelerinin Saptanmasi

Bakteriyosinlerin, G. vaginalis ATCC 14018, S. aureus ATCC 25923,
Streptococcus milleri (S. milleri) 1S51, E. coli ATCC 25922, Proteus vulgaris
(P. vulgaris) ATCC 13315, Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ATCC
10145, Enterobacter cloacae (E. cloacae) ATCC 13047 ve C. albicans ATCC
60193 tip suglarina kargt antimikrobiyal etkileri agar kuyucuk difiizyon
yontemi ile test edildi. G. vaginalis icin Columbia, C. albicans i¢in Sabora
dekstroz (SDA) ve diger suglar icin BHI agar ve sivi besiyerleri kullamildi.



4. BULGULAR

4.1. Cahsma Grubu

Caligmaya alinan 75 kadinin vajinal siiriintii 6rneginden bir veya birden
fazla laktobasil izole edildi. Laktobasil izole edilen kadinlarin yag gruplarina
gore dagilimlar1 Tablo 3’de verildi. Hasta grubunu olugturan kadinlarin

%93’tiniin 18 ile 49 yaslan arasinda yer aldig: goriildii.

Tablo 3. Yas Gruplarina Goére Hastalarin Dagilim

Hasta
Yas Arahg Sayis1 (n) Yiizdesi (%)

<17 1 1.3
18-29 25 33.3
30-39 28 37.4
40-49 16 21.4
=50 5 6.6

75 100

4.2. Laktobasil izolasyonu ve identifikasyonu

4.2.1. lizole Edilen Laktobasil Suslarinin Hastalarm Klinik Tamlarma
Gore Dagilimm

Vajinal siiriintii 6rneklerinden hazirlanan direk gram boyal1 preparatlarin
incelenmesi ile 75 hastanin 46'sinda normal flora, 14'iinde BV, 9'unda VK ve

6'sinda ara form saptandi. Bu kadinlardan toplam 100 laktobasil susu izole
edildi (Tablo 4).
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Tablo 4. Klinik Tamilarma Gore Hastalardan izole Edilen

Laktobasil Suslarmmn Dagilimx
Hasta Izole Edilen
Klinik Tani Laktobasil
Say1 %o Say1
BV 14 18.4 17
Araform 6 7.9 11
MV 9 11.8 12
NVF 46 60.5 60
Toplam 75 100

Hastalann klinik tanilar1 ve izole edilen laktobasillerin tiirlere gore dagilimi
Tablo 5’da verilmistir. Izole edilen laktobasillerin tiir tanilar, Bergey's Manual
Microbiology'de belirtilen kriterlere gore yapildi(104) ve en yiiksek oranda L.

gasseri suglarinin bulundugu tespit edildi.

Tablo 5. Calismaya Alnan Hastalarm Klinik Tamlar1 ve izole
Edilen Laktobasil Tiirlerinin Dagilimi

Say1 Ornek  Klinik Laktobasil Tiirleri
No Tam

1 004 NVFE L. jensenii TLO13
2 002 VK L. delbrueckii subsp. delbrueckii T1.016
3 006 NVF L. fermentum TLO18
4 009 NVF L. delbrueckii subsp. delbrueckii T1L.021
5 013 BV L. delbrueckii subsp. delbrueckii T1L.023a
6 L. delbrueckii subsp. delbrueckii TL023b
7 011 NVF L. gasseri T1024
8 012 NVF L. gasseri TLO25a
9 L. gasseri TLO25b

[
o

014 NVF Lactobacillus spp. TL026
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11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

015
016
017
040

020

020

022

025

047

073
029

031
039

041

055

056

057

062

NVF
BV
NVF

NVF
NVF

BV

NVF

VK

NVF

VK

Lactobacillus spp. TL027

L. fermentum TL028

L. casei TL029

L. delbrueckii subsp. delbrueckii TL032a
L. delbrueckii subsp. delbrueckii TL0O32b
L. gasseri TLO33a

L. delbrueckii subsp. lactis TLO34c

L. delbrueckii subsp. lactis TLO3S5

L. gasseri TLO38a

L. delbrueckii subsp. lactis TLO38b

L. delbrueckii subsp. delbrueckii TLO39a
L. gasseri TLO39b

L. gasseri TL041

L. delbrueckii subsp. delbrueckii TL042a
L. delbrueckii subsp. delbrueckii TL042b
L. acidophilus T1.044a

L. delbrueckii subsp. delbrueckii TL048a
Lactobacillus spp. TL0O48b

L. gasseri TL049

L. gasseri TLOS4

L. casei TLO55a

L. acidophilus TLOS55b

L. gasseri TLO56b

L. gasseri TLOS6¢

L. delbrueckii subsp. lactis TL059a

L. delbrueckii subsp. lactis TLO59b
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37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64

066

067

075
071
078.
079
080

081

082

086
094

092

096
099
103
104
111
119
125
126
124

NVF

Ara Form

NVF

BV
NVF
NVF

NVF
BV
NVF
VK
NVF
NVF
NVF
BV
NVF

L. delbrueckii subsp. lactis TL060a
L. acidophilus TLO60b

L. gasseri TLO60c

L. gasseri TL0O60d

L. acidophilus TLO61a

L. acidophilus T1LO61b

L. acidophilus TLO65

L. gasseri TLO67

L. gasseri TLO72

L. gasseri TLO73a

Lactobacillus spp. TLO74a

L. delbrueckii subsp. lactis TLO74b
L. delbrueckii subsp. lactis TLO74c
Lactobacillus spp. TLO75a

L. gasseri TLO75b

L. gasseri TLO76

L. gasseri TLOBO

L. acidophilus T1L081

L. gasseri TLO83

Lactobacillus spp. TLO84

L. gasseri TLO85b

L. gasseri TLO87

Lactobacillus spp. TLOS8

L. gasseri TL0O93c

L. acidophilus T1L.099a

L. gasseri TL101

L. delbrueckii subsp. delbrueckii TL102a

L. coryniformis TL104
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65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
9]
92

134
137

153
146
157
142
145
159

147
160
165
171

175
177
179
181
176
182

180
187

186

NVF

Ara Form

VK
NVE
BV
NVF

NVF
VK
NVF
NVF
BV

Ara Form

NVF
NVF

BV

L. gasseri TL108

L. gasseri TL109a

L. delbrueckii subsp. delbrueckii TL109b
L. gasseri TL109c

L. gasseri TL110

L. acidophilus TL.111b

L. jensenii TL112

L. delbrueckii subsp. lactis TL113
Lactobacillus spp. TL114

Lactobacillus spp. TL119a

L. delbrueckii subsp. delbrueckii T1.122b
L. gasseri TL125

Lactobacillus spp. TL127

L. fermentum TL129

L. gasseri TL132a

L. gasseri TL132b

L. acidophilus TL134

L. gasseri TL135

L. gasseri TL136

L. gasseri TL137

L. gasseri TL138

L. gasseri TL13%9a

L. acidophilus T1L.139c

L. gasseri TL141

L. gasseri TL143a

L. delbrueckii subsp. delbrueckii T1.143b
L. agilis TL145a

L. gasseri TL145b
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Tablo 5’den Devam...

93 188 Ara Form L. gasseri TL146

94 191 BV L. gasseri TL147

95 194 NVF L. gasseri TL149

9% 196 NVF Lactobacillus spp. TL150a
o7 L. gasseri TL150b

94 191 BV L. gasseri TL147

95 1% NVF L. gasseri TL149

9% 19 NVF Lactobacillus spp. TL150a
97 L. gasseri TL150b

98 197 BV L. gasseri TL152

99 198 NVF L. fermentum TL153

100 199 NVF L. acidophilus TL154

BV tanis1 konmug 14 hastadan iigiiniin vajinal floralarindan birden fazla
laktobasil susu izole edildi. BV semptomlu diger hastalarin vajinal floralarindan
ise sadece bir tip laktobasil izole edildi. Normal vajinal floraya sahip 46 kadinin
birinden dort, 11’inden iki ve 32’sinden tek bir laktobasil tiirii izole edildi. VK’li 9
olgudan 3’iinde iki tip laktobasil izole edilirken, ara form klinik tablo gosteren 6

kadimin 2’sinden ii¢, birinden iki ve iigiinden tek bir laktobasil sugu izole edildi.

4.3. Bakteriyofaj izolasyonu

4.3.1. Profaj Bulunduran Vajinal Laktobasillerin Dagilim

Klinik tanilarina gore dagilimlarinda en yiiksek oranda bakteriyofaj, BV li
hastalardan izole edilen laktobasil suglarinda %88.2 olarak belirlendi (Tablo 6).
VK’l1 kadinlarda %45, NVF’li ve ara formdaki kadinlarda %50 oranlarinda
bakteriyofaj tespit edildi. x* testine gore yapilan istatistik degerlendirmede
(105), gruplar arasinda bakteriyofaj tagiyicilifi yoniinden anlamli bir farkin



bulundugu saptand: (p= 0.033).
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Tablo 6. Klinik Tanilarma Gore Hastalardan izole Edilen
Laktobasil Suslari ve Bu Suslarda Tespit Edilen

Bakteriyofajlarm Dagilimi.

Izole Edilen

Izole Edilen Bakteriyofaj

Klinik Tam Laktobasil Say1 %o
Say:

BV 17 15 88.2*
Araform 11 5 45.4
MV 12 6 50
NVF 60 30 50
Toplam 100 56

(* p=0.033)

Profaj belirlenen 56 laktobasil susunun tiir dagilimlar1 Tablo 7'de

sunulmustur. Bakteriyofaj tasiyicilig1 en fazla %71 ile %66.6 oranlarinda L.

delbrueckii  subsp. delbrueckii ve L. delbrueckii subsp. lactis suglarinda
belirlendi.
Tablo 7. Bakteriyofaj izole Edilen Laktobasil Suslarmm Tiirlere Gore
Dagilim.
Tiirler Say1 Bakteriyofaj
Say1 Yo
L. gasseri 44 26 59.0
L. delbrueckii subsp. delbrueckii 14 11 78.5
L. delbrueckii subsp. lactis 9 6 66.6
L. acidophilus 12 7 583
L. fermentum 4 2 50.0
L. jensenii 2 - -
L. casei 2 - -
L. agilis 1 1 100
L. coryniformis 1 - -
Lactobacillus spp. 11 3 27.2
Toplam 100 56 56.0
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4.3.2. Bakteriyofaj ve Bakteriyosinlere Duyarh indikatorlerin
Saptanmasi

Caligmada izole edilen 100 laktobasil suguna ait lizatlar, indikator olarak
kullanilan ayni laktobasiller ile test edilerek (Sekil 5) bakteriyosin, bakteriyofaj,
H202 igerikleri ile ve antibakteriyel etkileri belirlendi (89). Izole edilen
bakteriyofajlarin bulundugu laktobasil tiirleri, i¢erdikleri baktoriyofaj morfotipleri

ve enfekte ettikleri indikatér laktobasiller saptandi (Tablo 8).

Sekil 5. Yumugak Agarda Damla Yontemi ile Gézlenen Antibakteriyel
Aktivite

e v il
POKUMANTASYON ME :

MEZl
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Tablo 8. Bakteriyofaj, Bakteriyosin ve Antibakteriyel Aktiviteye Sahip
Laktobasillerin Duyarh Konaklarmin Dagilimm

Bakteriyofajlar (dtl) /

Konaklar (TL) Indikator Laktobasil Suslar:

ot1016 / TL109

L. delbrueckii subsp. delbrueckii TLO16 :

ot1021 / TL021, TLO023a, TL0O23b, TL.025a, TLO25b, TL028,
L. delbrueckii subsp. delbrueckii TLO21 TLO032a*, TL035, TLO044a, TL054, TL055a, TLO55b,

TLO056a, TL0O56c, TLO78b, TL0O81%, TL082% TL150b,
TL143a* TL154*

®t1023a / -
L. delbrueckii subsp delbrueckii TL023a

Ot1023b /
L. delbrueckii subsp delbrueckii TL023b

Dt1024 /L. gasseri TLO24 TLO18, TL024, TLO025b', TL026°, TLO035° TL038",
TLO03%a, TL0O39b, TL042b°, TL049%, TLO060a°, TLO60b,
TLO61a%, TL065> TL0O67°, TL0O72%, TL074a°, TLO74bS,
TLO81%, TLO85b, TL093c®, TL1013, TL102%, TL109a%,
TL109b°, TL109¢®, TL110%, TL122b $TL.129> TL132aS,
TL136°, TL137° , TL139¢%, TL143a°, TL145b’ TL147,

TL149°
@tl025a / L. gasseri TLO25a TLO054%, TL74a°, TLO81®
Dt1027 / Lactobacillus spp. TLO27 TL74a°, TLO81
Pt1028 / L. fermentum TLO28 -
Dtl032a / -
L. delbrueckii subsp. delbrueckii T1.032a
otl032b / Twsﬁ, 109b
L. delbrueckii subsp. delbrueckii TLO32b
®tl033a / L. gasseri TLO33a TLO16°, TL026%, TL035°, TL042b%, TLO54, TLO55b,

TLO60b?, TL0O67°, TLO74a%, TLO81%, TL109a', TL109b¢,
TL109¢5, TL129°, TL145b%, TL147°

Ot1034c / TLO13%, TLO16° TLO18, TL025b% TLO026° TL029°

L. delbrueckii subsp. lactis TLO34c TLO033a* TLO035°, TL038a* TLO038b%, TL039a%, TLO39b,
TLO41%, TLO042b%, TL049°, TLO56b°, TLO60b®, TLO61a%,
TL065% TL067%, TL072%, TLO73%, TLO74a%, TLO74b®,
TLO75a%, TL076°, TL0O84%, TLO85b°, TLO87®, TL0O93c’,
TL1013, TL.1028, TL109a®%, TL109b%, TL109c!!, TL110",
TL113°, TL114%, TL122b ¢, TL129%, TL132a% TL132b?,
TL136', TL137%, TL138', TL139a% TL139¢>, TL1418,
TL143a%, TL145b°, TL146%, TL147
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o135 /
L. delbrueckii subsp. lactis TLO35

®t1038a / L. gasseri TLO38a

ot1038b /
L. delbrueckii subsp. lactis TL0O38b

Pt1039a /
L. delbrueckii subsp. delbrueckii TL039%a

®t1039b /L. gasseri TLO39b

Ptl041 / L. gasseri TLO41

dtl042a /
L. delbrueckii subsp. delbrueckii TL042a

dtl042b /
L. delbrueckii subsp. delbrueckii TL042a

Ot1049 / L. gasseri TLO49
®tl056b / L. gasseri TLO56b

Otl056¢ /L. gasseri TLOS6¢

@t1060a /
L. delbrueckii subsp. lactis T1.060a

®t1060b /L. acidophilus TLO60b

®tl061a /L. acidophilus TLO61a

TLO13, TLO021, TL023a% TL025a°, TL028% TL035,
TL039b, TLO054% TL055b% TL060c, TLO74a%, TLOSO,
TLO81%, TLO083%, TL084, TL085b°, TL113, TL147°,
TL150b, TL154°

TLO55b

TLO13%, TLO18%, TL023a*, TL025a% TL028%, TL035%
TLO38b¢, TLO54%, TLO55b°, TLOS6¢c, TLO60c, TLO60d®,
TLO74a%, TLO80', TLO81!, TLO083% TL084, TLO85b,
TL.104, TL.113, TL150b, TL154°

TLO16%, TLO18%, TL026° TLO032a, TLO032b* TLO039b,
TLO42b°, TL060a’, TLO60b®, TLO61a®, TL065°, TL0O67°,
TLO74a’, TLO81%, TLO083% TL101% TL104% TL109a',
TL109b°, TL109¢%, TL110°, TL122b% TL129°, TL134°,
TL136!, TL139¢%, TL143a%, TL145b7, TL147°, TL150b,
TL153*

TLO13%, TL023a%, TL025a°, TL028%, TL038b%, TLO39b%,
TLO044a, TLO54%, TLO55b°, TLO56¢®, TLO60c, TLO60d*,
TLO65*, TL074a°, TL080%, TLO081!, TL083% TLO085b,
TLO099a% TL102°, TL104% TL113, TL119a, TL147,
TL150b, TL154°

TLO54, TLO60c, TL104

TLO13%, TLO18%, TL023a, TL025a°, TL025b°, TL028,
TLO035°, TLO38b®, TL054°, TLO55b, TLO56¢®>, TLO60c,
TLO60d*, TLO74a*, TL0O80!, TL0O81', TL083*, TL084,
TLO85b, TL104*, TL113, TL147°, TL150b, TL154°
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®tl061b / L. acidophilus TLO61b

®tl065 / L. acidophilus TLO65

®tl067 /L. gasseri TLO67

OtI072 /L. gasseri TLOT2

®tl073a / L. gasseri TLO73a

Ot1074c /
L. delbrueckii subsp. lactis TLO74c

®tl075a / Lactobacillus spp. TLO75a

Otl076 / L. gasseri TLO76

Ot1087 / L. gasseri TLOBT

P$t1102a /

L. delbrueckii subsp. delbrueckii TL0102a

®t1108 / L. gasseri TL108

TLO13%, TLO18% TLO023a%, TL025a%, TL025b°, TLO28,
TLO035°, TLO38b%, TL054, TL055b, TLO56¢, TLO59b?,
TLO60c, TLO60d*, TLO74a, TLO80Y TLO081', TL083?,
T1.084, TLO85b, TL104% TL113, TL119a, TL147,
TL150b, TL154°

TLO13, TL018%, TL021, TL023a, TL025a, TLO25b%,
TL028, TL035°, TL038a*, TLO038b°, TL0O39b%, TL044,
TLO54°, TLO55a, TL055b, TLO56¢, TL059a, TILO59b,
TL0O60d, TLO61a, TLO61b, TL0O65, TL074a>, TLOSO,
TLO81', TL083%, TLO084, TLO85b’, TL099a®, T1.102,
TL104%, TL108, TL111b, TL113, TL119a, TL129°, TL134,
TL135°, TL143a, TL147°, TL150b, TL154°,

TLO044a

TLO026°, TLO38b°, TLO055a, TLO60b®, TL0O67°, TLO81%,
TL109a!, TL109b°, TL129%, TL132a!, TL.145b°, TL147°

TLOS6¢c

TLO026°, TLO60b?, TL102',"TL109b!, TL114', TL129,
TL132b’, TL136', TL145b% TL147

TLO16%, TL024% TL025a% TL025b% TL026°, TLO28°,
TLO38b®, TL041°, TL042a®, TL042b%, TL049%, TL0O60a%,
TLO60b®, TLO61a®, TL065%, TL067, TL072%, TL0O815,
TLO84%, TL.093c, TL1023, TL109b®, TL109¢>, TL110%,
TL114°, TL122b°, TL129°, TL132a’, TL132b, TL138'°,
T1.139¢%, TL145a°, TL147

TLO13%, TLO16°%, TL024°, TL025a% TL025b°, TLO26,
TLO28%, TL033a®, TL035%, TL038a°, TL038b°, TL041¢,
TLO42b°, TL049°, TLO56b*, TLO60b®, TLO61a>, TL0O65°,
TLO67, TL072%, TL073%, TL074b%, TL075a% TLO815,
TLO84%, TI.085b°, TLO87®, TL093c®, TL1028%, TL109a8,
TL109b°, TL109¢, TL110°%, TL114', TL122b ¢, TL129,
TL132a, TL132V, TL136% TL137°, TL138'", TL139¢5,
TL141%, TL145b%, TL146%, TL147

TLO16%, TL025a%, TL026, TL028°, TLO038b°, TL041°,
TLO42b°, TL060a°, TLO60b?, TLO61a%, TL065°, TLO67°,
TLO72%, TLO81%, TL084°, TL093¢’, TL102', TL109b¢,
TL109¢®, TL110°, TL122b% TL129°, TL139¢®, TL145a°,
TL147°

TLO16%, TL025a°, TL026, TL029, TL038a°, TL038b®,
TLO416, TL042b°, TL049°, TLO56b!, TLO60b®, TLO67°,
TLO75a, TL081%, TL0O84® TL093c%, TL109b¢, TL109¢?,
TL1297, TL122b%, TL136% TL139¢%, TL145b°, TL147

TLO&3
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Ptl1109a / L. gasseri TL109%

Otl109c / L. gasseri TL109¢

®tl110 / L. gasseri TL110

$til11b / L. acidophilus TL111b

ot1113/
L. delbrueckii subsp. lactis TL113

otl122b /
L. delbrueckii subsp. delbrueckii TL122b

Ot1125 /L. gasseri TL125
®t1127 / Lactobacillus spp. TL127
Ot1129 / L. fermentum TL129

Ptl132a / L. gasseri TL132a

®tl132b / L. gasseri TL132b

®tl134 / L. acidophilus TL134

Dtl138 / L. gasseri TL138

Ptl139a / L. gasseri TL139a

TLO026°, TLO035°, TLO38b®, TL042b°, TLO60b>, TLOG67",
TLO74a°, TL101%, TL109b®, TL109¢®, TL122b°, TL129°,
TL132b, TL136', TL139¢®, TL145b°, TL147

TL035°, TL074a, TLO81®

TLO035°, TLO38b®, TL042b°, TLO60b, TLO60d>, TLO67°,
TLO74a°, TLO81%, TL.109b°, TL109¢®, TL.145b°, TL147°

TLO13, TLO18%, TLO023a% TL025a%, TLO025b°, TLO028,
TLO38b%, TL054%, TLO55a, TLO55b, TL056¢c, TLO59a%,
TLO60c*, TL074a°, TLO80®, TLO81'!, TLO84, TLO85b,
TL104% TL113, TL119a, TL150b, TL154°

TLO13, TL025a% TL028, TL035, TL044a’, TL054%
TLO55b°, TLO60c*, T1.074a%, TLOK0O®, TL081!, TL084,
TLO85b, TL104% TL.113, TL119a, TL135% TL143a,
TL150b, TL.154°

TL109b!

TL132b, TL134°, TL136
TLO742°

TLO39b%, TLO42b°, TLO60b®, TLO67°, TLO74a°, TL109b°,
TL109¢%, TL134%, TL145b

TLO26%, TLO028%, TLO035°% TLO38b°, TL041% TL042a°
TLO42b°, TL049°, TLO60L®, TLO67, TL074a°, TL101,
TL109a%, TL109b%, TL109¢’, TL122b% TL129°, TL132b°,
TL134°, TL139¢%, TL.145b°, TL147

TLO13%, TL0252%, TL026°, TL028%, TL035° TLO38bS,
TLO041°, TL042a% TLO042b%, TL049%, TLO60a°, TLO60b®,
TL067, TLO74a°, TL101, TL109a%, TL109b°, TL109¢%,
TL122b%, TL129% TL132b¢, TL134°, TL139¢, TL143a%,
TL145b°, TL147

TLO13, TLO16% TLO023a% TLO025a, TL025b° TL028,
TLO035, TLO038b%, TL054°, TL0O55b, TL056¢, TL059a®,
TLO60c¢?, TL0O60d®, TL0O74a°, TLO80?, TLO81!, TL084,
TLO85b, TL104%, TL113, TL119a% TL150b, TL154°

TL025a°, TL026%, TL035°, TL038b®, TL041°, TL042a%,
TLO42b%, TL049%, TL060a%, TLO60b®, TL060d’, TLO067,
TLO74a%, TLO75a%, TLO81°%, TLO084% TL101%, TL1028,
TL109a"!, TL122b%, TL129%, TL132b%, TL136', TL139¢,
TL141°, TL147°

TL026%, TL039, TL042b°, TL060a®, TLO60b®, TLO60d®,
TLO67, TL074a°, TLO81% TL084% TL101° TL109b°,
TL109¢®, TL122b7, TL139¢5, TL145b°%, TL147
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Otl139c / L. acidophilus TL139¢
®@tl141 / L. gasseri TL141

ot1143b /
L. delbrueckii subsp. delbrueckii TL143b

®tl145a / L. agilis TL145a

Dt1147 / L. gasseri TL147
otl152

TLO84’

TL025a%, TL026°, TLO033a*, TLO035, TL038b%, TLO39b,
TLO42a%, TLO42b°, TLO049°%, TLO56b?, TL060a®, TLO60b?,
TL060d>, TLO67%, TLO74a®, TLO74b8, TLO75a%, TLO76S,
TLO81%, TL084%, TLO88®, TL1015, TL102%, TL109a!!,
TL109b%, TL109¢!, TL110%, TL114%, TL122b°, TL129°,
TL132a', TL132b%, TL136'°, TL137, TL138°, TL1392°,
TL139¢%, TL145b°, TL146%, TL147

TL132b°

TL024%, TL033a*, TL038a, TL039b, TL041%, TL049°%
TLO60a°, TLO84?, TL132a%, TL141

TL132*

Bakteriyosinler (Konaklar)

IndikatSr Laktobasil suslar:

TLO029/ L. casei TLO29

TLO0S9a /
L. delbrueckii subsp. lactis TLO59a

TLO80 /L. gasseri TLOSO

TL093c
(L. gasseri TLO093c)

TL099a / L. acidophilus TLO99a

TL143a /L. gasseri TL143a

TLO81%, T1.143*

TLO74a, TLO81%, T1.147°

J

TL024°

TLO13, TLO023a* TL025a° TL028, TLO38b¢, TLOS4,
TLO055b, TLO56¢, TLO60c®, TLO60d*, TLOB0S, TLO815,
TLO083%, TL084, TL085b, TL104% TL113, TL150b,

TL081%, TL054%,

TLO13, TL0232°, TL025a, TL025b°, TL028, TLO035°,
TLO038b°, TLO54, TLO55b, TLO56¢, TLO60C®, TLO60d®,
TL074a, TLO80®, TLO81%, TL084, TL085b, TL104, TL113,
TL.150b, TL154

Diger Antimikrobial Ajan Ureten
(H,0, veya asit) Laktobasiller

Indikator Laktobasil suslar:

L. jenseni TLO13
L. fermentum TLO18
L. gasseri TLO25b

Lactobacillus spp. TLO26

TLO54, TLO81

TLOS4
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L. acidophilus TL.OA4a

L. delbrueckii subsp. delbrueckii TL048a
Lactobacillus spp. TL.OA8b

L. gasseri TLO54

L. cacei TLOS5a

L. acidophilus TLOS5b

L. delbrueckii subsp. lactis TLO59b

L. gasseri TLO60c

L. gasseri TL0O60d

Lactobacillus spp. TLO74a

L. delbrueckii subsp. lactis TLO74b

L. gasseri TLO75b

%

L. acidophilus TLO80

L. gasseri TLO83

Lactobacillus spp. TL0O84

L. gasseri TLO85b

L. gasseri TL101

L. coryniformis TL.104

L. delbrueckii subsp. delbrueckii TL109b
L. jensenii TL.112

Lactobacillus spp. TL.114

L. delbrueckii subsp. delbrueckii T1.119a
L. gasseri TL135

L. gasseri TL136

TIL.038b°, TLO81°, TL.084%, TL085®, TL154°

TL108, TL044a
TLO81
TLO81, TLO35

TLO54, TLO60b

TLO93c

TLO16%, TL024*, TL026%, TLO38bS, TL041°, TLO42b°,
TLO56¢*, TLO60a%, TLO60L®, TLO67°, TLOR1%, TLO84S,
TL093c®, TL109¢S, TL.122b°%, TL.129°, TL145b°, TL147°

TL026%, TLO38b®, TLO41°, TL042b°, TL049°%, TLO60b®,
TLO67°, TL072%, TLO81%, TL093¢>, TL109b%, TL109¢3,
TL122b% TL129°, TL109¢®, TL145b%, TL147

TLO074a, TLO81

TL134°
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L. gasseri TL137 TLO025a°, TLO26°, TL035°, TLO38b°, TLO041°, TLO042a%,
TLO042b°, TL049°, TL060a®, TLO60b°, TLO60d®, TL067,
TLO74a>, TL101, TL109a%, TL109b%, TL109¢, TL122b°,
TL129°%, TL132b% TL134% TL136% TL139c, TL143a%
TL145b%, TL147

L. gasseri TL145b TL024% TLO033a* TLO038a, TL039b, TL041%, TL049"
TLO60a’, TL084%, TL132b°, TL141

L. gasseri TL146 TLO18, TL025a%, TL026, TL0O38b°, TL039b, TL041°,
TLO42a%, TLO42b°, TL049°, TLO60a°, TLO60b®, TLO67,
TLO74a%, TLO81%, TL084%, TLO088%, TL.101°, TL109a’,
TL110%, TL129%, TL132b°, TL139¢%, TL145b°, TL147>

L. gasseri TL149 TLO16°, TLO18, TL026°, TL038b%, TL039b, TLO042b°,
TLO60a%, TLO60b®, TLO67*, TL074a%, TLO81%, TL084%,
TL1017, TL109b%, TL109¢?, TL110°, TL122b°, TL129%,
TL132b%, TL139¢%, TL145b°, TL147

Lactobacillus spp. TL150a -

L. gasseri TL150b TLO75a, TL132b°

L. gasseri TL153 TLO16°, TLO18, TL025a% TL026, TLO038b°, TLO39b,
TLO042b°, TL060a®, TLO60b®, TLO67*, TL0O74a°, TLO815,
TL084%, TL101’, TL109b°, TL109¢®, TL110%, TL122b°,
TL129%, TL132b°%, TL139¢%, TL145b°, TL147

L. acidophilus TL154 TL132b°

Numara verilmemis indikator suglar test edilen lizat tarafindan inhibe edilerek tam
a¢ilma geklinde zon olugturdu. 'Tek plak,  Tek plak ve ¢ift inhibisyon zonu,

3 Cift inhibisyon zonu, * Bulanik inhibisyon zonu, ® Diffiiz inhibisyon zonu,

S Bir hafta sonra inhibisyon zonlarinin geniglemesi, ’ Genis, diffiiz, ¢ift inhibisyon zonu,
® Yiizik geklinde agilma, ° Bulanik, yiiziik seklinde agilma, ** Yizik geklinde agilma ve
tek plak, " Yiiziik seklinde agilma ve ¢ift inhibisyon zonu.

Bakteriyofaj, bakteriyosin ve diger antibakteriyel aktivite bulunduran
laktobasillerden (Tablo 8), bakteriyofaj igerenlerin enfekte ettikleri duyarli
konaklar1 Tablo 9’da saptandi. Morfotip A olarak belirlenen 14 bakteriyofajin 8’i
L. gasseri suglarindan izole edildigi ve L. gasseri suslarina kars: oldukca duyarli
olduklarn belirlendi. Ayrica,, bu grup bakteriyofajlar diger laktobasil suglarini da
enfekte edibilmekte idi. B1 morfotipi bakteriyofajlarindan ®t1024, ®tl034c,
Ptl075a, Ptl076 ve Ptl141 bakteriyofajlarimin L. gasseri ve diger laktobasil

tiirlerine kars1 genis duyarlik gosterdikleri belirlendi.



Tablo 9. Bakteriyofajlara Karsi Duyarh Konaklar (n=56)

Sira @tl D TL Enfekte Ettikleri Indikator Laktobasil Tiirleri
No Nosu Grup Tirii

a b c d e f g h 1
1 ®tl033a A (@) 6 3 3 1 1 2 - - -
2 ®tlo35 A (d) 9 3 1 3 1 2 - 1
3 ®i03% A @ 9 3 1 3 2 2 - 1 1
4 PtloS6b A @ 14 6 6 1 3 1 - 1 1
5 Ptl0S6c A @ 12 5 2 2 1 2 - 1 1
6 Ptl06la A (b) 11 3 1 2 2 2 - 1 1
7 ®tlo6lb A (b) 11 3 1 3 3 2 - 1 1
8 065 A (b) 15 10 3 4 4 2 - 1 1
9 067 A (@ - 1 - - - - - -
10 ®t073a A @ 1 - - - - - - - -
11 Ptlo87 A (@ 10 4 4 2 2 2 1 - -
12 ®il102 A © 13 2 4 - 1 3 - - -
13 Ptl134 A (b) 100 3 2 3 1 3 - 1 1
14 @138 A (a) 10 4 4 3 1 4 - - -
15 @016 Bi (©) - - 1 - - - - . -
16 @tlo21 Bl © 7 4 4 1 1 - - - -
17 &tl023a  BI1 (©) - - - - ~ - - 2 -
18 @tl023b  B1 © - - - - . - _ . -
19 @024 Bl @ 19 4 1 7 1 3 - - 1
20 @tl025a Bl (@) 1 1 - - - 1 - - -
21 ®tl027 Bl ® - 1 - - - 1 - - -
22 Ptlo28 Bl (e) - . - - - - - - -
23 &il032b Bl © - 1 1 - - - - - -
24 Ot034c  BI d 33 3 3 3 2 4 1 - 1
25 otl038a  BI (@ - 1 - - - - - - -
26 Otl038 Bl (d) - - - - - - - - -
27 ®tl03% Bl (© - - - - - - - - -
28 U041 B1 (a) - - - - - - - - -
29 ®t042a Bl (c) - - - - - - - - -
30 &t042b  BI (c) - - - - - - - - -
31  ®uU049 B1 (@) - - - - - - - - -
32 ®060a Bl (d) 2 - - - - - - 1 -
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33 ®060b B1I (b)) - - - - - -
34 ®074c B1 (@ 4 1 2 - 1 2
35 @tl075%a B1I @H 15 4 6 2 2 3
3 @076 Bl (@ 28 5 3 2 2 5
37 o108 BI (@ 1 - - - -

33 o109 Bl (@ 7 2 4 1 1 2
39 o109 Bl (@ - 1 - 1 - 1
40 @111lb B1I () 10 3 1 3 2 3
41 @113 BI @ 9 4 - 2 1 3
42 @122b Bl (¢ - - 1 - - -
43 @125 Bl (@ 2 1 - - - -
4 @127 B ©H - - - - 1 -
45 @129 Bl () 4 2 2 - - 1
46 @t139a Bl (@ 6 3 4 1 - 3
47 @H13%c BL () - - - - - 1
48 @141 Bl (@ 21 3 5 4 1 6
49 @143 Bl  @© 1 - - - - -
50 @147 Bl @ - - - - - -
51 @152 Bl @ 1 - - - -

52 @072 B2 @ 6 2 1 1 1 1
53 @dil0 B2 @ S5 2 3 1 - 1
54 @tli32a B2 (@ 10 2 4 2 2 2
55 @H132b B2 (@ 11 3 4 3 2 2
56 @452 B2 (g 8 - - 1 - 1

a) L. gasseri, b) L. acidophilus, c) L.delbrueckii subsp. delbrueckii, d) L.delbrueckii

subsp. lactis, €) L. fermentum , f) Lactobacillus spp., g) L. agilis, h) L. coryniformis,

1) L. jensenii, j) L. casei

Damla yonteminde 100 laktobasil susunun 72’inde bakteriyosin veya

antibakteriyel aktivitenin bulundugu, duyarli konaklar {izerinde tam veya kismen

acllma seklinde olugturduklan inhibisyonlar ile belirlendi.

Test edilen laktobasil lizatlarindan 35’inde, en az bir indikator konak

lizerinde tek plak olusturmasi ile bakteriyofaj tagidiklar belirlendi. Bakteriyofaj
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iceren suglarin belirlenmesinde izole edilen bakteriyofaj DNA’lan kalip olarak
kullanilarak DNA-DNA hibridizasyonu yapildi (Tablo 13). Bu ¢alisma sonucunda
ise belirlenen bakteriyofajlara ek olarak 21 laktobasil susunun daha profaj i¢erdigi
tespit edildi. Bu bakteriyofajlar test edilen indikator laktobasil suglarinindan
herhangi birini enfekte etmedigi i¢in bakteriyofaj plaklar: gosterilemedi.

Calismada, duyarli konak iizerinde tam yada yarim acilma seklinde
inhibisyon olusturan 6 laktobasil susunun bakteriyosin icerdigi, H,O, veya asit
etkisi ile duyarli laktobasilleri inhibe ettikleri belirlendi.

Bakteriyofaj belirlenen laktobasiller, inhibe ettikleri duyarli konaklar
agisindan incelendiginde, profaj iceren laktobasillerin 18’inin 1 ile 10 farkli
laktobasil suglar arasinda degisen dar, 26’siun ise 11 ile 50 gibi oldukca genis
konak araligina sahip olduklar gézlendi. Bu laktobasiller, duyarli konaklarindan
bazilarinin iizerinde tek plak olusturmakta iken, biiyiik cogunlugunda ise tam veya
kismn agilma seklinde inhibisyon alanlari olugturduklari belirlendi.

Calismada, 16 laktobasil sugunun, izole edilen bakteriyofajlar yiiksek duyarli
olduklan: belirlendi. Bu suglardan 9 tanesi (T1.026, T1.048a, TLO074a, TLO75b,
TLO081, TL109b, TL114, TL136 ve TL150b) kendileri de bakteriyofaj tagimakta
idi. Diger 7 susun (TLO39b, TL042b, TLO60b, TLO67, TL.109a, TL138 ve TL147)
ise kendilerinin bakteriyofaj tasimadiklari belirlendi.

Laktobasil suslarindan iigiiniin bakteriyofajlara kars:1 direncli oldugu
saptandi. Bunlardan L. gasseri TL125 susu ®tl125 bakteriyofaji ile ile lizojenikti
ve de li¢ farkli laktobasile kargi antibakteriyel aktivite gostermekte idi. Diger
iki sus Lactobacillus ssp. TL150a ve L. fermentum TL153 profaj tagimadig:
belirlendi. L. fermentum TL153, laktobasil suglarinin 23’iine kargi antibakteriyel
aktivite gosterdigi tespit edildi.

Calismamizda 7 kadindan izole edilen laktobasillerde belirlenen
bakteriyofajlarin, kendi orijinal laktobasil suglarini enfekte etikleri gézlendi
(Tablo 10).
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Tablo 10. Kendi Konaklarim Enfekte Eden (Otoenfeksiyon
Yapan) Bakteriyofajlar

Say1 Bakteriyofaj Konak
1 Dt1021 L. delbrueckii subps. delbrueckii T1L.021
2 Pt1024 L. gasseri TL024
3 Ptl035 L. delbrueckii subps. lactis TL035
4 Dt10S6¢c L. gasseri TLO56¢c
5 Ptl065 L. acidophilus TLO65
6 Ptl113 L. delbrueckii subps. lactis TL113
7 Pt1132b L. gasseri TL132b

Calismada, 4 kadindan izole edilen birden fazla sayidaki laktobasil suglarinda
belirlenen bakteriyofajlarin, aym hastadan izole edilen diger laktobasil suglarim
enfekte ettikleri gozlendi. Bu laktobasil suglarindan L. gasseri TL109a tagidigi
bakteriyofaj ®t1109a aym kadindan izole edilen ve aym tiiriin farkl iki susu olan
L. gasseri TL109b ve L. gasseri TL109c’yi enfekte ettikleri belirlendi. L. gasseri
TL139a’dan izole edilen ®tl139a’nin ayn1 hastadan izole edilen ve farkli bir tiir
olan L. acidophilus TL139c sugunu enfekte ettigi tespit edildi (Tablo 11).

Tablo 11. Aym Bireyden Izole Edilen Laktobasil Bakteriyofajlarmin
Vaginal Florada Birlikte Bulunan Diger Laktobasilleri

Enfeksiyonu
Bakteriyofaj Grup Orjinal Enfekte Ettigi
Konak Indikatorler
Ptl056a Al Lactobacillus spp. L. gasseri TLO5S6¢
Ptl056b Al L. gasseri TLO56b -
Ptl056¢ Al L. gasseri TLO56¢ -
®t1109a Bl L. gasseri TL109a L. gasseri TL109b
L. gasseri TL109c
®t1109c B1 L. gasseri TL109¢c -
Ptl132a B2 L. gasseri TL132a L. gasseri TL132b
Pt1132b B2 L. gasseri TL132b L. gasseri TL132b
Pt1139a B1 L. gasseri TL139a L. acidophilus T1.139¢

Pt1139¢ Bl L. acidophilus TL.139¢ -
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4.3.3. Bakteriyofajlarin Kismi Karakterizasyonlar:
4.3.3.1. Bakteriyofajlarm Morfolojik Ozelliklerinin Saptanmasi

Bakteriyofajlarin EM fotograflar1 incelenerek (89), Bradley’in
siniflandirmasina gore, A ve B gurubu bakteriyofajlar icinde yer aldiklan ve de 3
ayr1 morfotipten (A, Bl ve B2) olustuklar1 gozlendi (Sekil 6 ve Sekil 7).

Bakteriyofajlarin EM’de cekilen fotograflarinda, bakteriyofajlarin kuyruk ile
bag biiyiikliikleri hesaplandi. Bu calismada izole edilen bakteriyofajlarin kuyruk
uzunluklar: 260-300 nm, bag biiyiikliikleri 50-85 nm olduklar tespit edildi. Bu
bakteriyofajlarin morfotipleri, bag ve kuyruk biiyiikliikleri literatiirlerde belirtilen
baz1 bakteriyofajlar ile kargilagtirildi (Tablo 12).

Tablo 12. Bakteriyofajlarin Morfolojik Ozellikleri

Bakteriyofajlar Biiyiikliikleri (nm)
®tl No Faj Tipi Kuyruk Bas
Ptl056¢ A 350 65
Ptl087 A 300 85
Pt1138 A 290 60
Pt1033a A 300 65
Ptl034c B1 285 . 55
Ptl074c Bl 260 50
Ptl076 B1 285 55
Pdtl122b B1 325 70
Pt1125 B1 280 50
Pt1139¢ Bl 290 60
Pt1072 B2 265 68X75
dkc021%2 A 175 40
®kc039 B2 240 56X72
®J-1'% B1 290 55
®PL-1'7 Bl 282X12 60

OPL-1'® Bl 276X10-12 56




Bakteriyofaj (¢t1087) Bakteriyofaj (¢t1138)

Sekil 6. Vajinal Kaynakh Laktobasillerden izole Edilen Morfotip A ($tI033a,
$t1056¢, dpt1087 ve ¢t1138) Bakteriyofajlari. (Bar = 100 nm).



Bakteriyofaj ¢tl122b

Bakteriyofaj $t1125 Bakteriyofaj ¢tl1139¢

Sekil 7. Vajinal Kaynakli Laktobasillerden izole Edilen Morfotip B 1
(@t1122b, #1125 ve t1139¢) ve B2 (¢tl072) Bakteriyofajlar.-
(Bar = 100 nm).
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4.3.3.2. Bakteriyofajlarin Genetik Karakterizasyonlar

Bakteriyofaj gruplari arasindaki genetik ybenzerligi saptamak icin A grubu
bakteriyofajlardan; ®t1056b, ®tl138, B1 grubundan; ®tl032b, Dtl034c, P1I075a,
@dtl141 ve B2 grubundan; dtl072 bakteriyofaj DNA'lar prob olarak kullamlarak dot
blot hibridizasyon yapildi. Hibridizasyon igin; bakteriyofaj igeren laktobasillerin
saflastirilmig kromozomal DNA’lari ile bunlardan 13 tanesinin bakteriyofaj
DNA'lar1 ve bakteriyofaj varligi tek plak yontemi ile tespit edilmeyen
laktobasillerin kromozomal DNA'lari kullanildi (Sekil 8, Tablo 13). Grup Bl
bakteriyofaj DNAlarindan yanlizea ®t1075a ve ®tl141 erupA bakteriyofaj probu
ile hibridizasyon verdigi gozlendi. Grup A bakteriyofajlar ise her lig grup
bakteriyofaj probu ile hibridizasyon verdigi belirlendi. Laktobasil kromozomal

DNAlari ise grub B1 bakteriyofaj problart ile en sik hibride oldugu tespit edildi.

Sekil 8. ®11034c Probu ile Dot Blot Hibridizasyon.
a; 1-6, b; 4-6, C;2-4,d; 2: Kuvvetli pozitif
a;7, b; 1-3 ve 7-8, ¢;1, d;4: Zayif pozitif
Diger drnekler: Negatif
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Tablo 13. Dot Blot Hibridizasyon Yéntemi ile Bakteriyofaj Gruplari
Arasmdaki Benzerlik.

Bakteriyofaj
DNAlan

Probe
Al
Otl056b  ®tl138

Probe

dt1032b D11034c OtI075a Ptl141

B1

Probe
B2
1072

Grup A
d1l033a
PlOS6b
DUORT
o102

Grup B1
d1l016
Pdil032a
DHl034c
Dtl075a
DUO76
Dil 141

Grup B2
Ddil072

o+
o+ +

+
4+ 4

4+

+ 0+ + +

+ + ++

++ 4+ +

S R

Lizojenik Bakteri
Kromozomal
DNA’lan
TLO33a
TLO35
TLO39b
TLO56b
TLO56¢
TLO61a
TLO61b
TLO65
TLOG7
TLO73a
TLO87
TL102
TL134
TL138
TLO16
TLO21
TLO23a
TLO023b
TLO24
TLO25a
TLO27

-..t+|T-._,_+|+;

[
'

SIS T s e

E T e

+/-
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TLO28
TLO32b
TLO34c
TLO38a
TLO38b
TL039a
TLO41
TLO042a
TLO42b
TLO49
TLO60a
TLO60b
TLO74¢
TLO75a
TLOT6
TL108
TL109a
TL109¢
TL111b
TI113
TL122b
TL125
TL127
TEIZS
TL13%a
TL139¢
TL141
TL143b
TL147
TL152
TLO72
TL110
TL132a
TL132b
TL145a

+ o+ o+

=

T T i e INLTEE. S

T S L

oy b E 0

S

+

+ 40

s

+ 4+ + + +

Genom biiyiikliigiiniin saptanmasi amac ile 11 bakteriyofajin DNAlari

izole edilerek EcoR I restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesildi (Sekil 9). Bu

bakteriyofajlarin genom biiyiikliikleri, 36 ~75kb arasinda degigen ¢ift zincirli
DNA'ya sahip olduklari saptandi (Tablo 14).




1234567891011121314151617 18 19 20

Sekil 9. Bakteriyofaj DNA'larinmn EcoR I ile Restriksiyon Enzim Analizi (89).
1-20; Molekiiler agirhk standard, 2; ®ke005, 3; Pkc007, 4;ke012,
5;Dke021, 6; ®ke023, 7; Pke031, 8; Pke039, 9: dtl032b, 10; OtI033a,
11; ©t11034¢, 125 dti072, 13; Otl074e, 145 ®tl075a, 15; OtI76, 165
®tl122b, 17; Gt1125, 18; dt1138, 19; Gtl141.
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izole edilen bakteriyofajlarin spontan indiiklenme oranlan yaklagik 10"

oldugu (milyonda bir). duyarh indikatbrler iizerinde kiigiik, 0.5-1 mm caplarinda

agilmis alanlar geklinde plak morfolojisi gosterdikleri belirlendi (Sekil 10).

Bakteriyofajdtl033a (Grup A)

—— —

Bakteriyofaj ®t1122b(Grup B1)

Sekil 10. Bakteriyofaj Plak Morfolojileri.

¥ é yluseedsneriviconuLd
POKUMANTASYON MERKEZE
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Bakteriyofaj ®t1122b'nin yagam siklusu incelendiginde bakteriyofajin
adsorbsiyon icin gerekli zamanin 30 dak (latent periyot), enfeksiyon igin gerekli
zamanin (yiikselme peryodu) 90 dak ve indikator hiicre basina iiretilen

bakteriyofaj partikiilii sayisimin (burst size) 200 oldugu tespit edildi (Sekil 11).

10
Ik
5
0
& 1
10t
103 i ek

D 15 30 45 €0 75 90 105 120 135 150 180
Zaman (dakika)

Sekil 11. Bakteriyofaj dt1122b Yasam Siklusu.

DNA analizi yapilan 11 bakteriyofajdan iigiiniin, (11034, Otl074e ve
d11076) benzer EcoR1 restriksiyon fragmanlarina sahip Bl morfotipindeki
bakteriyofajlar olduklari tespit edildi. Bu bakteriyofajlar, farkli cografik
bolgelerde; Giresun (NVF), (@t1034c), Trabzon (araform), (®tl074¢c) ve
Giimiighane'de (BV), (P1l076) yagayan ve birbirleri ile akraba olmayan ti¢ ayn
kadindan izole edilen laktobasillerde tespit edildi.

Restriksiyon enzim analizlarinde benzer olduklar goriilen ii¢ bakteriyofajin
morfolojik olarak da birbirlerine ¢ok benzer olduklari, 50x55 nm biiyiikliigiinde
hegzogonal bagh ve 260-285 nm uzunlugunda kilifsiz-kasilamayan  kuyruklu

bakteriyofajlar olduklari saptandi (Sekil 12, Tablo 13).



Bakteriyofaj $t1076

Sekil 12. Restriksiyon Enzim Analizleri Benzer Olan B1 Grubu Ug
Bakteriyofajin Morfolojisi. (Bar=100 nm ).
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Grup B1 iginde yer alan ve morfolojik olarak benzer olan ®t1034c¢. ®U074¢
ve d11076 bakteriyofajlarinin genetik olarak da benzer olduklari. bakteriyofaj
DNA restriksiyon enzim analizi ile belirlendi. EcoRl1, Psil ve Sall restriksiyon
enzimleri ile elde edilen bakteriyofaj DNA fragmanlanimn ayni oldugu sapiandi

(Sekil 13).

Sekil 13. Farkh U¢ Kadindan izole Edilen Laktobasillere Ait B1
Grubu Bakteriyofajlardan ®t1034c, ®11074c ve P11076
Genomlarinin Restriksiyon Analizi. I; EcoRI, 11; Pstl,
I11; Sal 1.

Birbirine benzerlik gosteren ii¢ bakteriyofajin DNA fragmanlarinin tiimtiniin
homolog olup olmadig1, Sauthern hibridizasyon yontemi ile aragtirildi. FcoRl ile
clde edilen bakteriyofaj DNA fragmanlarnin timiini biyotin ile isaretli
bakteriyofaj 11076 probu ile hibridize oldugu, ayn: gruptan bir bagka bakteriyofaj
olan 1l075a'mn ise bir kisim bantlarinin prob ile homoloji gosterdigi saptand

(Sekil 14).
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123456789M M987654321

Sekil 14. EcoRI Restiksiyon Enzimi ile Kesilmis Bl grubu
Bakteriyofajlardan ®tltl034c, titl074c ve DtII076
Genomlarmin  Sauthern Hibridizasyon Analizi.
Prob; ®tItI076. 1; 076 2; G11075a, 3; DtI0Tde, 4;
Dtl072 5: dtl034de, 6: Pti0IZb, 7; k039, 8; kehO7,
9: Bos, 10: Lambda DNA ( Hind 111).

Morfolojik ve genetik olarak birbirlerine benzer bulunan ii¢ bakteriyofajin
izole edildigi laktobasil suglarinin identifikasyonu ve birbirlerine olan benzerlikleri
konvansiyonel testler ve AP-PCR ile analiz edildi. TLO34c ve TLO74¢ S tipi
koloni morfolojisine sahip. biyokimyasal ozelliklerinin ayni olmast ile Bergey's
Manuel'e gére L. delbrueckii subs. lactis, TLOT6 ise R tipi koloni morfolojisi ve

biyokimyasal 6zelligine gore L. gasseri olarak tammland (Tablo 15).
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Tablo 15. Lactobasil TL034c, TL074c ve TLO76’nin Biyokimyasal
Ozellikleri

: EHEEHE%E@E-—EM
Susé g%saimﬁﬂﬂﬁ E5ER %
TLO34e | + + & - # = = 0= + o+ + = + = *
_117'?:++-+-+- - = *+ + +4 - + + +
TLOT6 + + = b - F — = A o e e R BT W

Ug benzer bakteriyofajin konaklarinin identifikasyonu igin total hiicre
protein profilleri SDS-PAGE ile analiz edildi (Sekil 15).

Sekil 15. TLO34c, TLO74c ve TLO76 mn Total Hiicre Proteinlerinin

SDS-PAGE Analizi.




Suglardan TLO34c ve TLO74¢ nin total hiicre protein profillerinin ayni.
TLO76'mn farkli oldugu belirlendi. Ayrica L. gasseri adh integraz genine
spesifik primerler ve TLO34c, TLO74c ve TLOT6 nin kromozomal DNA'lar
kullanilarak yapilan AP-PCR'da TLO76'min diger iki sustan farkl1 bir genotipe
sahip oldugu tespit edildi (Sekil 16).

123 M

Sekil 16. TL034¢, TLO74c ve TLO76’nin AP-PCR Analizi.
4.3.4. Bakteriyosinlerin Kismi Karakterizasyonu

Antibakteriyel aktivite gosteren fakat bakteriyofaj belirlenemeyen lizatlar;
bakteriyosin, H,O, ve asit igerifi yoniinden incelendi. Incelenen lizatlaridan L.
casei TL029, L. delbrueckii subsp. lactis TLO59a, L. gasseri TLO8O, L. gasseri
TLO93¢. L. acidophilus T1L099a ve L. gasseri TL143a olmak iizere 6 sugun
bakteriyosin iirettigi belirlendi (Sekil 17). Bakteriyosin ile H,O, {iretiminin ayirt

edilmesi igin katalaz enzimine duyarhliklar (Sekil 18) aragtinldi.




Damla (Drop Assay) Yantemi

Sekil 17. Laktobasil Suslari {izerine Bakterisinlerin EtKisi.

a) inhibisyon zonu pozitif, b) inhibisyon zonu negatif.

1.C. YUKSE KURULY
POKUMANIASYON MERKEZ]




Katalaz Mevcut Katalaz Yok

Sekil 18. H,0, Etkisinin Katalaz Enzimi ile inhibisyonu.
indikatér Laktobasil TLOS1
1) Bakteriyosin Ureten Laktobasil (TL080)

2) H,0, Ureten Laktobasil (TL074a)

Katalaz enzim aktivite testi sonucunda 6 susun, (L. gasseri TLO60d,
Lactobacillus  spp. TLO74a, L. delbrueckii subsp. lactis TLOT74b, L. gasseri
TL137, L. gasseri TL146 ve L. fermentum TL154) H, O, iiretimi ile duyarh
konaklari inhibe ettigi belirlendi.

Bakteriyosinlerin fiziksel ve kimyasal etkenlere kargi olan duyarhliklan Tablo
16'de verilmigtir. Bakteriyosin TL029, TL059, TLO80 ve TLO099a'lar 1siya
direngli, tripsine duyarh ve diigiik molekiil agirlikli bakteriyosin grubunda yer

aldiklar belirlendi.
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Bakteriyosin iireten laktobasil suslarimn, degisik besiyerlerinde spontan
olarak bakteriyosin iiretme szellikleri incelendi. Bu incelemede; MRS-T sivi
besiyerinde TLO5%, TLOK0, TI099a ve TL143a'nin Rogosa SL sivi besiyerinde
TLO93c, TLO99a ve TL143a mn, bakteriyosin tirettigi tespit edildi. TLO29 spontan
olarak, kullanilan MRS-T, MRS-H ve Rogosa SL besiyerlerinde bakteriyosin
iiretmedigi veya diigiik konsantrasyonda iirettigi igin belirlenemedigi, ancak

mitomisin C ile indiiklendiginde bakteriyosin iirettigi g6zlendi (Tablo 17)

Tablo 17. Antimikrobiyal Maddelerin indiiklenme Ozellikleri

e

Mitomicin C
indiiksiyonu Spontan indiiksiyon % 4 NaCl
SusNo MRS-T MRS-T MRS-H Rogosa (Ureme Aktivite
TLO2G 1 0 0 0 -
TLO5%a 4 1 0 0 + 0
TLOBO 1 1 0 1 + 0
TLO93¢ 2 0 0 3 -
TLOS%a 2 2 0 2 -
 TL143a 2 2 1 3 . W

e . S

Bakteriyosin lireten laktobasillere NaCl'iin degisik konsantrasyonlarinin
etkili oldugu belirlendi (Tablo 18). Bakteriyosin tirettigi belirlenen laktobasillerin
hepsi %1, %2 ve %3 NaCl bulunan sivi ortamda treme ozelliklerine sahip
olduklari, yanhzca TLO99a nin 9,3°liik NaCl konsantrasyonunda iiremedigi tespit
edildi. Laktobasillerden TLOS9 ve TLO80 nin %4 NaCl ortaminda iireyebildikleri
fakat bakteriyosin iiretemedikleri gozlendi. NaCl igeren kat: agar ortaminda da
benzer sonuglar elde edilmig olup (Sekil 19) NaCl'in %1 ve %2'lik
konsantrasyonlarinda suslarin iireyebildigi ve %1 NaCl'iin bakteriyosin tiretimini
olumlu yonde etkiledigi gozlendi. TLO80 nin %3'liik NaCl ortammnda iiredigi
fakat bakteriyosin iiretimi aktivitesinin azaldigi izlendi. NaCl'iin %]1
konsantrasyonu bakteriyosin iretimini artirirken, %2, %3 ve %4 gibi artan

konsantrasyonlarinda ise aktiviteyi azaltug ya da inhibe ettigi gozlendi.
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Kontrol 91 NaCl %2 NaCl %3 NaCl

Sekil 19. NaCl’nin Bakteriyosin Uretimine EtKisi.
A) Iindikatér L. acidophilus TLO81, Bakteriyosin Ureten L.
gasseri TL143a, B) indikator L. gasseri TLO74a, Bakteriyosin
Ureten L. delbrueckii subsp. lactis TLO59a, C) Indikator L.
acidophilus T1081, Bakteriyosin Ureten L. gasseri TLO0SO.

Tablo 18. Bakteriyosin Uretimine NaCl'iin Etkisi

Sug No Kontrol % 1 NaCl %2NaCl %3 NaCl %4 NaCl

mm mm mm mm Sivi
TLO29 0.5 0.5 A Uy uy
TLO59a 1 1.5 - Uy 0
TLO8O 1 1.5 1 1 0
TLO93¢ 1 2 0.1 - oy
TLO%%a 1 4 uy Uy uy
TL143a - - - - Uy

UY: iireme yok, 0: Ureme var fakat indiiklenme yok,
(-): inhibisyon zonu yok
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4.3.5. Bakteriyosinlerin Antibakteriyel Aktivitelerinin Saptanmasi

Caligsmada belirlenen bakteriyosinlerin G. vaginalis ATCC 14018, E. coli
ATCC 25922, P. vulgaris ATCC 13315, P. aeruginosa ATCC 10145, E. cloacae
ATCC 13047, S. milleri 1S51, S. aureus ATCC 25923 ve C. albicans ATCC
60193 suglar iizerine antibakteriyel aktiviteleri agar kuyucuk difiizyon yontemi ile
test edilmistir (Tablo 19). Bakteriyosinlerin, P. aeruginosa ATCC 10145 susuna
karsi giiclii bir antibakteriyel etkiye sahip olduklari belirlendi.

Tablo 19. Bakteriyosin Ureten Laktobasil Suslarimn Antibakteriyel Aktiviteleri

Bakteriyosinojenik Suslar

Indikatsr Suglar TL029 TLO059a TLO080 TL093¢ TLO099a TL143a

(] d) (@ (@ (b)~ (@)
L. gasseri (a) 0/44 2%[44%* 1/44 10/44 0/44 13/44
L. acidophilus (b) /11 1/11 0/11 1/11 /11 2/11
L. delbrueckii subsp. 0/14 0/14 0/14 1/14 0/14 1/14
delbrueckii (c)
L. delbrueckii subsp. 0/9 0/9 0/9 2/9 0/9 3/9
lactis (d)
L. fermentum 0/4 0/4 0/4 1/4 0/4 1/4
L. jensenii 02 0/2 02 12 0/2 1/2
L. coryniformis 0/1 01 0/1 171 01 1/1
L. agilis 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1
L. casei 0/2 02 0/2 0/2 012 0/2
G. vaginalis 11 1/1 111 171 1/1 1/1
ATCC14018
E. coli ATCC 25922 0/1 1/1 0/1 01 0/1 0/1
P. vulgaris 11 01 0/1 01 0/1 01
ATCC 13315
P. aeruginosa 1/1 1/1 11 1/1 171 1/1
ATCC 10145
E. cloacae 0/1 0/1 0/1 0/1 111 111
ATCC 13047
S. milleri IS51 0/1 0/1 1/1 on 01 0/1
8. aureus ATCC 25923 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1
C. albicans 0/1 0/1 01 0/1 01 0/1
ATCC 60193

* Enfekte ettigi sus sayisi, ** Test edilen sug sayisi
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H,0,’in laktobasil suslar1 iizerine, hangi konsantrasyonun inhibisyon etkisi

gosterdigi ve de katalazin H,0,’i kangi konsantrasyonda inhibe ettigini belirlemek

amaci ile katalaz ihta eden ve etmeyen %1, %2, %3 ve %4’luk H,0,

konsantrasyonlar1 TLO81 ve TLO74a suslar iizerinde test edildi (Tablo 20).

Laktobasillerin %3 H,0, konsantrasyonunda inhibe olduklar1 ve kullanilan katalaz

konsantrasyonunun bu %3’liik H,O,’yi notralize ettigi belirlendi.

Tablo 20. Laktobasil Suglarma H O, Etkisi

| %1 %2 | %2 | %3 %3 | 24% | =%4
Indikator | 1,0, | H,0,+ | H,0, | H,0,+ | H,0, | H,0,+ | HO, | H,0, 4
Katalaz Katalaz Katalaz Katalaz
TLO81 - - +/- - + - + +
TLO74a | - - +1- - + - + +




5. TARTISMA

Bu calismada, Trabzon cevresindeki kadinlarin laktobasil populasyonu ve
bunlarin bakteriyofaj veya bakteriyosin igerikleri saptanarak literatiir bilgileri
1g181nda tartigilda. ,

Artmis vajinal akinti gikayetleri nedeni ile kadin dogum polikliniklerine
bagvuran 15-60 yas grubundaki 75 kadindan alinan vajinal siiriintii 6rneginden
100 laktobasil susu izole edildi. Dogurganlik yag gruplarindaki kadmlarin daha sik
vajinal enfeksiyon sikayetleri ile kargilagmalan ve jinekoloji polikliniklerine bag
vurmalar nedeni ile calisma grubundaki kadinlarin %93°ii 18-49 yaglan arasinda
yer almaktaydi (Tablo 3).

Vajmal siiriintii ornekleri makroskobik ve mikroskobik olarak incelenerek
BV tam kriterlerine gore degerlendirildi. Kadnlarin %18’inin BV, %11’inin VK,
%6’ s1nin araform oldugu belirlenirken %60°1 normaldi (Tablo 4).

Calismamuzda izole edilen fakiiltatif anaerobik laktobasil suglarinin
identifikasyonu, klasik ve biyokimyasal testler ile yapilarak laktobasillerin tiir
dagilimlan tespit edildi (Tablo 5). Kadmlarin 44’iinde L. gasseri, 23’iinde L.
delbrueckii 12’sinde L. acidophilus en sik rastlanan laktobasil tiirleri olduklari
belirlendi. L. fermentum, L. jensenii ve L. casei ise nadir izole edildi. Labtobasil
tiirlerinin dagilimlanna bakildifinda, L. gasseri suglarinin hem enfeksiyonlu hem de
saglikli kadinlarda en yiiksek oranda izole edilen tiir oldugu ve enfeksiyon
olugsumu ile laktobasil tiirlerinin farklilif: arasinda bir iligki olmadigi gozlendi.

Normal flora olarak belirlenen caligma gurubunda, laktobasillerin kantitatif
miktarlan, farkli tiir ya da sug sayilan enfeksiyonlu hastalardan daha fazla (1-4)
oldugu, BV'li ve araformdaki kadinlarda ise laktobasil populasyonunun azaldig
gozlendi. BV'li ve araformdaki hastalarda, caligmanin amaci dogrultusunda
(6zellikle enfeksiyon etkeni olarak bakteriyofaj tagtyiciligi) tek koloni laktobasil
iireyen Ornekler dahi degerlendirildi ve izole edilen suglar caligma kapsamina
alinds.



97

Laktobasil  izolasyonunda, yanhzca  mikroaerofilik Kkiiltiir yontemi
kullanilmig olmasi, zorunlu anaerobik laktobasillerin izolasyonunu Onlemistir.
Enfeksiyonlu ve normal vajinal floraya sahip kadinlarda birden fazla sayida
laktobasil sugu izole edilmekle birlikte, obligat anaerobik Kkiiltiir kosullarinda
(anaerobik transfer ve anaerobik ekim vb) laktobasil izolasyonunun yiiksek
olacag: diigiiniilmektedir.

BV’li 14 kadinn iiciinde (%21) iki farkli laktobasil susu izole edilmis,
bunlardan birinde L. delbrueckii subsp. delbrueckii’nin (TL023a ve TLO023b) iki
sugu oldugu gozlenirken, diger ikisinde ise L. gasseri’nin L. delbrueckii subsp.
lactis (TLO38a ve TLO38b) ile L. agilis (TL145a ve TL145b) birlikteligi
gozlenmigtir (Tablo 5). Diger 11 BV’li kadindan 8’inde L. gasseri, 2’sinde L.
Jfermentum ve birinde ise L. delbrueckii subsp. delbrueckii izole edilmistir. L.
gasseri, BV’li kadinlarda en fazla bulunan sus olarak tespit edilmistir.

VKl 9 kadindan 3’iinde (%33) iki farkli laktobasil tiirii izole edildi. Bunlar
L. casei TLO55a ve L. acidophilus TLO55b olarak tammlandi (Tablo 5). ki
kadinda ise aym tiirlin iki farkli alt tiirii, L. delbrueckii subsp. delbrueckii
TLO042a ve TLO042b ile L. delbrueckii subsp. lactis TL0O59a ve TLOS% izole
edildi. Tek laktobasil izole edilen 6 kadindan 3’iinde L. gasseri, 1’inde L.
delbrueckii subsp. delbrueckii, 1’inde L. jensenii ve 1’inde de L. acidophilus
belirlendi. VK’li bu kadinlarda farkli laktobasil tiirlerinin bulunabildigini
gostermistir.

Ara form klinik tablo gdsteren 6 kadindan 3’iiniin (%50) vajinal florasinda
birden fazla ve degisik laktobasil tiirleri izole edilmistir (Tablo 5). Bunlardan
birinde iki L. delbrueckii subsp. lactis (TLO74b ve TLO74c) ile Lactobasillus
spp. TLO74a, digerinde iki L. gasseri (TL109a ve TL109c) ile L. delbrueckii
subsp. lactis (TL109b) ve birinde de L. gasseri (TL139a) ile L. acidophilus
(TL139c) birliktelikleri gozlenmigtir. Tek sug izole edilenlerde ise, L.
acidophilus, L. gasseri ve Lactobacillus spp. belirlenmigtir BV ve VK
enfeksiyonlu kadinlarda oldugu gibi ara form klinie sahip kadinlardan da
en sik L. gasseri izole edilmigtir.

NVF’li 46 kadindan 12’sinde (%26) birden fazla laktobasil susu izole edildi
ve bunlarin 7’sinde, farkli tiir laktobasillerin bulunduklann belirflenmigtir.
Kadinlardan yanlizca birinde, 4 farkh sug izole edilmig olup ikisi L. gasseri
(TLO60c ve TLO060d), biri L. acidophilus (TLO60b) ve biri de L. delbrueckii
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subsp. lactis (TLO60a) olarak tespit edilmigtir. NVF’li kadnlarda, L. gasseri ile
L. delbrueckii subsp. delbrueckii, L. gasseri ile Lactobasillus spp. ve L.
delbrueckii subsp. delbrueckii ile Lactobasillus spp.  Birliktelikleri
gozlenmistir.

Cesitli populasyonlarda yapilan calismalarda BV insidansiin %15-45
arasinda degistigi bildirilmektedir (14, 109 ,110). Hamile kadinlarda yapilan bir
calismada, BV %23, ara form %27 ve NVF %50 olarak belirlenmis, NVFlilerin
%95'inde, araformdaki kadinlanin %85'inde ve BV'lilerin %65'inde laktobasil
izole edilmistir (1). Baz1 calismalarda, saglikli kadinlarin %96'sinda ve BV'lilerin
%52'sinde laktobasil izole edilmig, NVFIi kadinlarin birinde ve BV'li kadinlarin
T'sinde anaerobik laktobasil suslar1 belirlenmistir (14, 111). Hill ve ark (112),
NVFIli kadinlarda %88 fakiiltatif, %10 zorunlu anaerobik, Horowitz ve ark
(113), vajinozisli hastalarda %97, NVFlilerde %40 zorunlu anaerobik, McGroarty
ve ark (114), NVFlilerde %96.8 fakiiltatif laktobasil ve bunlarin S'inde de iki
farkli laktobasil tiirii izole etmiglerdir.

Vajinal florada, L. acidophillus ve L. fermentum dominant, L. jensenii, L.
casei, L. plantarum, L. brevis, L. delbrueckii ve L. salivarius tiirlerinin daha
nadir bulunduklan bildirilmektedir (81). Giorge ve ark (115), biyokimyasal testler
ve DNA-DNA hibridizasyon teknikleri ile yaptiklan ¢aligmada, vajinal florada en
sik L. gasseri, L. jensenii, L. fermentum ve L. crispatus tiirlerini belirlerken L.
acidophilus'u tespit edememislerdir. Bagka bir ¢alismada, en sik L. jensenii ve
swasiile L. casei, L. acidophilus, L. gasseri, L. plantarum, L. brevis tiirleri izole
edilmistir (114). Saghkli kisilerde yapilan bir calismada, L. jensenii, L.
acidophilus, L. casei ve L. gasseri en sik izole edilen suglar olarak bildirilmigtir
(111). Calismamiz, bu sonuglar1 kismen desteklemektedir.

Konvansiyonel yontemler kullamlarak yapilan tiir identifikasyonu, yaygin
kullanilmakla birlikte laktobasil tiir sayisimin artmasi, tiirler arasinda benzerliklerin
fazla olmasi ve karbohidrat testlerinde degiskenliklerin  bulunmasi,
identifikasyonda sorun yaratmaktadir. L. acidophilus, L. gasseri, L. crispatus,
ve L. amylovorus tiirleri konvansiyonel test yontemleri ile birbirlerinden gii¢ ayirt
edilmektedir (116). Bu nedenle, tiir tayininde konvansiyonel testlerin yanisira,
suglarin total protein profillerinin karsilagtinimasi, DNA homolojileri, 16S rRNA
sekanslar, tiire spesifik primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

gibi molekiiler yontemlerin kullanilmasi tercih nedenidir.
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Incelenen toplam 100 laktobasil susunun 56'sinda bakteriyofaj bulundugu
tespit edildi (Tablo 6). VK, ara form ve NVF’ye sahip kadinlarda bakteriyofaj
tagtyrcilign, %45 ile %50 arasinda oldugu belirlenirken BV'li kadinlarda bu oran
%88 olarak tespit edildi. VK’'It kadinlarda bakteriyofaj tasiyicih@ diger klinik
bulgulara sahip kadinlar ile kiyaslandiginda, farkin istatistiksel olarak anlamh
oldugu saptandi (p= 0.033). Bu sonuglar, BV olusumunda bakteriyofajmn etkili
oldugu ve bakteriyofaj enfeksiyonu ile vajinal florada laktobasil populasyonunun
ortadan kalktify ya da azaldig diisiincesini desteklemektedir.

Ara form ve VK’li kadinlarda bakteriyofaj tasiyicilifi saghkli olanlara yakin
oranda belirlendi. Vajinal kandidiyazis durumunda florada laktobasil sayisinda
azalma goriilmemekte ve normal vajinal florada oldugu gibi bol miktarda
laktobasil populasyonu bulunmaktadir (116).

Calismamizda 14 yasinda bir hastada bakteriyofaj belirlendi. Seksuel

aktivitesi olmayan bu hastada bakteriyofaj belirlenmesi, bakteriyofaj kaynaginin
ne oldugu sorusunu akla getirmektedir. Hasta, adet diizensizligi sikayeti ile
klinige bagvurmus, fakat VK belirlenmis olup izole edilen laktobasil susunda
bakteriyofaj tespit edilmigtirr Hastaya sorulan kigisel sorularda; antibiyotik
kullanmadigs, yogurt gibi probiyotik iiriinlerle beslendigi ve hijyen kosullarina
dikkat ettigi belirlenmistir. Kiz ¢cocuklari, dogum esnasinda anneden bulasan
lizojenik laktobasiller ile enfekte olabilmektedirler. Bu konunun desteklenmesi
icin; hastanin intestinal laktobasilleri , annesinin laktobasilleri ve beslendigi
gidalardaki laktobasil suslan incelenmelidir.
Son yapilan ¢aligmalarda bir gok kadinda vajinal laktobasil tiirlerinin rektal ve
intestinal laktobasil tiirleriyle benzer oldugu ve bu suglarin vajinal kaynakli
laktobasilleri enfekte edebildikleri belirlenmistir (62, 117). Intestinal flora,
cevresel etkilere agik olup degisik kaynakli laktobasilleri icermektedir. Dolayisiile
intestinal laktobasil bakteriyofajlar1 vajinal laktobasilleri enfekte etmek icin bir
rezervuar gorevi gorebilmektedir. Bakteriyofaj ile enfekte olmug laktobasillerin,
kadinlar arasinda nasil yayildig tam olarak bilinmemekle birlikte, kaynak olarak
cevresel etkilerin, anneden ¢ocufa dogum kanalindan gecerken enfektif bir
susun gecmesi ve kolonize olmasi geklinde veya partner degisimi nedeni ile
kadinlar arasinda birbirlerine taginma geklinde olabilecegi diigliniilmektedir.

Laktobasiller, siit endiistrisinde baglatma Kkiiltiirii olarak biiyiik bir 6neme

sahiptir. Bu nedenle gida orjinli laktobasil bakteriyofajlari ve bakteriyosinleri
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oldukca fazla sayida (siit, salam, sosis, et kiiltiirleri, ince barsak ve vajen orjinli)
caligslmigtir.  Bu sayede cgevrede, degisik kaynaklarda, farkli laktobasil tlirlerinin
bulunmakta oldugu ve bunlarin tempere bakteriyofaj tagidiklan ortaya konmustur
(118). Insanlarin farkli laktobasil tiirlerini igeren besin kaynaklan ile beslenmeleri,
intestinal florada farkli laktobasil tiirlerinin kolonize olmasi ve bunlarin da farkh
bakteriyofajlann icermesi degerlidir. Bir kadinn vajinal kaynakli
laktobasillerinden izole edilen lizojenik bir bakteriyofaj, diger bir kadmin vajinal
kaynakli laktobasilleri i¢in litik olabildigi yapilan c¢aligmalarda belirlenmistir (42,
61). Yapilan diger bir calismada, vajinal orjinli laktobasillerin %20'sine yakini
intestinal floradan izole edilen laktobasil bakteriyofajlar1 tarafindan enfekte
olabildikleri bildirilmektedir (119). Bu durum, bakteriyofajlarm bir konak
smurlandirmas: yaptifimu gostermekle birlikte, farkli laktosabil bakteriyofajlan ve
bunlan iceren iirlinler ile beslenen insanlar diigiiniildiigiinde, dig kaynakh
bakteriyofaj ile enfekte olma olasiliginin yiikksek oldugu goriilmektedir.

Bakteriyofaj tasiyicli@y L. gasseri, L. acidophilus, L. delbrueckii subsp.
delbrueckii, L. delbrueckii subsp. lactis, L. agilis, L. fermentum tiirlerinde
tespit edilmigtir (Tablo 7). L. gasseri suglaninin en fazla izole edilen laktobasil tiirii
olmasina ragmen bakteriyofaj tastyicilik orami en yiiksek L. delbrueckii subsp.
delbrueckii (%78.5) ve L. delbrueckii subsp. lactis (%66.6) suslarinda
bulundugu belirlenmisgtir.

Yapilan capraz enfeksiyonda, lizojenik olarak bulunan ve indiiklenme ile
elde edilen bakteriyofajlarin, bir ¢ok farkli hastadan izole edilen laktobasil suglarm
veya kendi orjinal susunu enfekte ederek litik aktivite gosterdigi saptandi
(Tablo 8).

Bakteriyofaj iceren lizatlarin bir kismmunlitik aktivite gosterdikleri konaklarin
sayis1 smrh iken (1-10), diger bazilarinda olduk¢a genis oldugu (11-50)
belirlendi.

Bakteriyofajlarin ¢ogu, konaga spesifik olup az sayida konaga sahiptir ve
konak bakterinin gelisme aktivitesi durdugunda onlarin da islevi durmaktadir
(116,120). Buna karsin calismamizda,dar konak aralifina sahip bakteriyofajlardan
3'i ve genis konafa sahip fajlarin tiimii, indikatoriin iiremesinin durdugu
durumda da litik evreye devam ettii ve inhibisyon zonunun genisledigi
gozlendi. Bu, suslarin bakteriyofaj igerigi ile birlikte antibakteriyel aktiviteye de
sahip oldugunu ve test plaklarinin bir iki hafta gibi uzun siire bekletildiginde,
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olusan antibakteriyel iirlinler nedeni ile inhibisyon zonlarin genislemesi
seklinde diisiiniilmektedir.

Izole edilen laktobasil suglarnin 16’sin, belirlenen 56 bakteriyofaja yiiksek
oranda duyarli konaklar olduklari goriildii. Bunlanin 7’si (TL039b, TLO042b,
TLO60b, TLO67, TL109a, TL138 ve TL147) bakteriyofaj iceren laktobasil suslan
idi. Bu suglar, bakteriyofajlarin karakterizasyon caligmalarinda kullanima uygun
suglar olduklan tespit edildi.

Izole edilen laktobasil suslanindan TL125, TL150a ve TLI53 izole edilen 56
bakteriyofaj ile enfekte olmadiklar, dolayisi ile bakteriyofaj enfeksiyonlarina
kars1 direngli olduklar tespit edildi . Direngli bulunan bu ii¢ sustan birinin profaj
icerdigi (®@t1125), diger ikisinin icermedigi ve de her liglinlin de normal vajinal
floraya sahip hastalardan izole edildikleri saptandi. Bu suslarda, muhtemelen
bakteriyofaj diren¢ mekanizmalari bulundugu, dolayis1 ile bakteriyofaj
enfeksiyonlarina kargi direngli olduklar1 tahmin edilmektedir. Lactobacillus
spp- TL150a’nin yavag iireyen bir laktobasil sugu olmasi, bu sugun bakteriyofaj
enfeksiyonuna direngli olmasinn bir nedeni olabilir.

Yapilan bir ¢alismada Streptococcus cremoris'de spontan bakteriyofaja
direncin, 8X104 jle 6X107 arasinda oldugunu belirlenmistir.  Laktik asit
bakterilerinde bakteriyofaj defans mekanizmasi olarak lizojenik immiinitenin
olusumu oldukca siktir. Lizojenik immiinite, yanlizca yakin iligkili fajlarda
gozlenmektedir (121).

Izole edilen toplam 56 bakteriyofajin EM fotograflari, DNA-DNA homoloji
analizi ve konak genislikleri géz ©Oniine aliarak yapilan gruplandirmada; 14
bakteriyofajin gurup A, 41’inin gurup B (37'si morfotip B1 ve 5'i morfotip B2)
bakteriyofajlar1 oldugu belirlendi. Bakteriyofajlarin damla yontemi ile inhibe
ettikleri konaklarin tiirleri ve sayilan incelendiginde, morfotip A grubundaki
bakteriyofajlarin daha fazla sayida konaga ve konak tiir cesitlilifine sahip
olduklan belirlendi (Tablo 9). Bakteriyofajlarin tek plak olugturduklari indikator
tiiflerin, L. gasseri, L. acidophilus ve L. delbrueckii subsp. delbrueckii tiirleri
olduklar1 saptandi. Incelenen populasyon iginde bakteriyofaj tastyan ve
bakteriyofajlara  konaklik edebilen suglarin yaygin oldugunu, dolayisi ile
bakteriyofaj kontaminasyonu veya indiiksiyonu nedeni ile vajinal enfeksiyonlarin
olusabilecegi diisiiniilmektedir.
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Bakteriyofajlardan ®tl016 ve ®tl122b, yanhizca izole edildikleri orjinal
konak tiirlerinden birini tek plak olugturarak enfekte ettikleri, dolayisiile smnmh
bir konaga sahip olduklann goriildii. = Bakteriyofajlarin 14’ii ise kullanilan
konaklarin hig birini, hatta orjinal konak tiiriindeki diger suglan dahi enfekte
etmedigi, dolayisi ile bu fajlarin konak spesifikligi gosterdikleri belirlendi. Gurup
A bakteriyofajlarindan ®tl067 ve ®tl073a harig¢ digerleri hem izole edildikleri,
hem de farkli laktobasil tiirlerini enfekte etme Ozellikleri, grup B
bakteriyofajlarindan daha fazla oldugu goézlendi. Grup B1 bakteriyofajlarindan
11024, Ptl034c, ®tl075a ve Ptl076 genigs konak aralifima  sahip
bakteriyofajlar oldugu saptandi.

Calismada, 7 kadindan izole edilen laktobasil suguna ait bakteriyofajlarin,
kendi konaklarini enfekte ettikleri (otoenfeksiyon) saptandi (Tablo 10).

Profaj tagiyan lizojen bakteriler, bakteriyofaj genomunda kodlanan siiper
infeksiyon immiinite’den dolay: tagidiklar1 bakteriyofajlara kargi immiindiirler ve
enfekte olmazlar. Bu olay, konak bakteri kromozomu iizerinde bulunan profaj
genleri veya bakteriyofaj reseptdr proteinleri araciigy ile kontrol edilmekte ve
bir vajinal laktobasil susu tarafindan salinan bakteriyofajin tekrardan aym
konag: nig¢in enfekte etmedigini agiklamaktadir (120). Bazi bilinmeyen
nedenlerle profaj, bakteri kromozomundan atilmakta (cure) ve bu konak aym
bakteriyofaja duyarli hale gelmektedir. Caligmamizda, kendi konagini enfekte
eden 7 Ilaktobasil bakteriyofajin bu gekilde atildigi ve bakterilerin aym
bakteriyofaja duyarli hale geldigi tahmin edilmektedir. Bu konunun aydmlatiimasi
icin detayli ¢aligmalar yapilmas1 gerekmektedir.

Aym kadindan izole edilen laktobasil bakteriyofajlarinin vajinal florada
birlikte bulundugu diger laktobasil suglarinin enfekte ettigi belirlendi (Tablo 11).
Laktobasil TL109a susundan izole edilen ®t1109a bakteriyofaji; aym1 hastadan
izole edilen ve Dbakteriyofaj icermeyen TL109b (L. delbrueckii subsp.
delbrueckii) ile bakteriyofaj igeren TL109c (L. gasseri) suslanm enfekte ettigi
saptandi. Bakteriyofajlarin, aym1 hastadan izole edilen diger laktobasil suglarim
enfekte etmesi, vajinal enfeksiyon olusmasi agismmdan oldukca Gnemli
bulunmustur. Ciinkii, herhangi bir nedenle indiiklenen bir bakteriyofaj, florada
bulunan duyarl: laktobasilleri enfekte edip populasyondaki sayilarimi azaltacak,
ortamun pH’simin yiikselmesine ve firsatgl patojenlerin hakim duruma gecip

enfeksiyon olusturmalarina zemin hazirlayacaktir. Bu bulgular, vajinal florada
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birden fazla laktobasil tiiriiniin bulunabilecegini, her birinin de farkl bir profaj
tagtyabilecegini ve asil konak iizerinde ihmli olan bu bakteriyofajlarin, diger
laktobasil suglan iizerinde litik Ozellik gosterebileceklerini ortaya koymaktadir.

Pavlova ve ark (62) yaptiklan1 bir calismada, capraz enfeksiyon ile aym
kadindan elde edilen farkli laktobasil suglarim ve deisik kadinlardan izole
edilen farkli tiir laktobasilleri enfekte ettiklerini, in vitro olarak tespit
edilmiglerdir. Vajinal orjinli laktobasil bakteriyofajlarinin bir ¢cok farkli laktobasil
tiiriinii enfekte etmesi, vajinal saghi$ tehdit etmesi acisindan Snemli bir etken
olusturmaktadir.

. Izole edilen bakteriyofajlardan 11’inin EM fotograflani cekilerek bas
biiyiikliigii ve kuyruk uzunluklan olgiildii (Tablo 12). Grup A bakteriyofajlarinin
(Sekil 6), 290-350 nm uzunlugunda kasilabilir kuyruk ve 60-85 nm c¢apinda
hekzogonal basg icerdikleri, grup B bakteriyofajlarmin (Sekil 7), 260-350 nm
uzunlugunda kildsiz, uzun kuyruk icerdikleri, fakat bag morfolojilerine gore,
B1 ve B2 geklinde iki morfotipe aynldiklan goriildii. Bradley'in grup C
bakteriyofajlari, vajinal orjinli laktobasillerde saptanamadi. Literatiirlerde
belirtilen laktobasil bakteriyofaj morfolojileri ile bu ¢alismada elde edilen
bulgularin benzerlik gosterdigi belirlendi (62, 99, 107, 122).

Giinlimiize kadar karakterize edilen laktobasil bakteriyofajlarmuin biiyiik
cogunlugu Bradley'in yapmis oldugu bakteriyofaj siniflandirmasina gére grup A
ve B fajlan icinde yer almaktadir (51). Bunlar; kidifli-kasilabilir ve kilifsiz-
kasilamayan uzun kuyruklu bakteriyofajlardir. Morfolojik olarak, kuyruk tablasi
ve fiberleri icerip icermemeleri, kuyruk-bag biiyiikliikleri ve bag morfotipi gibi
kiiciik  farkhiliklarla aynlmaktadirlar.  Cluzel (123), L. delbrueckii subsp.
bulgaricus bakteriyofajlarinda iiglii bir halka, Sechaud (118), L. delbrueckii
subsp. lactis ve L. salivarius'da uzamig bag (51) L. delbrueckii subsp.
bulgaricus ve L. helveticus 'da (119) morfotip A diye siniflandirlan kasilabilir
kuyruklu fajlan1 belirlemiglerdir.

Bakteriyofaj gruplarinin genetik benzerlikleri, dot blot hibridizasyon teknigi
ile aragtirildi (Sekil 8, Tablo 13). Grup A’dan ®tl056b ve ®ti138, grup B1’den
®tl034c, Ptl075a ve Dtl14]l ve grup B2’den ®tl072 bakteriyofajlarina ait
DNA’lar prob olarak isaretlendi. Bu problarin izole edilen bakteriyofajlardan
®tl056b, Ptl072, Ptl073a, Ptl075a Ptl087 ve dtl1102 bakteriyofajlari  her iig

gruba ait bakteriyofaj problar ile hibridizasyon verdikleri gozlendi. Bu sonug,
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farklh kadinlardan izole edilen degisik laktobasil tiirlerinde belirlenen
bakteriyofajlar arasinda genom diizeyinde benzerliklerin, dolayis: ile akrabaligin
oldugunu gostermektedir.  Aynica, li¢ morfotip ile hibridizasyon veren
bakteriyofajlarin konak genisliklerinin de benzer oldugu ve ¢ok sayida farkh
laktobasilleri enfekte ettikleri goriildii.

Lizojenik konak, litik baktiroyofaj icin bir rezervuar gorevi goriir.
Lactobacillus spp., S. thermophilus ve Lactococcus spp.’nin igerdikleri bazi litik
ve lizojenik Dbakteriyofajlar arasinda genetik bir akrabaligin bulundugu
belirtilirken, ¢ogu virulan bakteriyofajlarin lizojenik bakteriyofajlar ile genetik
akrabaliklarimin  bulunmadifi hatta bir ¢ok caligmada litik ve lizojenik
bakteriyofajlar arasinda homoloji gézlenmedigi kaydedilmistir (51).

Bakteriyofajlarin bir kisminda, DNA restriksiyon enzim analizi yapilarak

genom biiyiikliikleri saptandi (Sekil 9, Tablo 14). Izole edilen bakteriyofajlarmn
lineer (restriksiyon enzimleri ile kesilmesinden dolayr), ¢ift zincirli ve 36 ile
70£0.5 kb biiyiikliigiinde DNA genomlarina sahip olduklar1 belirlendi.
Bakteriyofaj ®tl034c, Ptl074c ve @tl076’'nin genom fragmentlerinin ve
biiyiikliiklerinin tamamen benzer oldugu goriildii.
B1 gurubunda yer alan ve genetik olarak birbirine ¢cok benzer olan ®tl034,
Ptl074c  ve Ptl076 bakteriyofajlarinda morfolojik olarak da birbirlerine
benzemekte olduklar (Sekil 12), 50X55 nm biiyiikliigiinde hegzogon bir bag ile
kilifsiz-kasiilmayan kuyruktan olustuklar1 goriildii. Spontan indiiklenme oranlari,
plak morfolojileri ve yasam sikluslar1 gibi davranig 6zellikleri ile bakteriyofaj DNA
restriksiyon enzim (EcoRlI, Pstl ve Sall) analizleri (Sekil 13) bir birlerine benzer
bulundu. Bu  bakteriyofajlar  arasindaki  genetik benzerlik, Sauthern
hibridizasyon yontemi (Sekil 14) ile aragtinldi ve bu ii¢ bakteriyofaj DNA
fragmentlerinin, biyotin isaretli prob ®tl076 ile tim DNA fragmentlerinin
hibridize oldugu, dolayisi ile benzer bakteriyofajlar olduklar1 belirlendi.

Bazi calismalarda, L gasseri ¢padh, L. casei FSV J-1 ve PL-1 bakteriyofajlarinin
genom biiyiikliikleri incelenmis ve 34-41 kb arasinda olduklar1 belirtilmigtir
(47, 108, 122, 124,). L. plantarum B2 bakteriyofajinda 73 kb ve L. delbrueckii
bakteriyofajlarinda 75 kb biiyiikliigiinde oldugu bildirilmigtir (69, 70).
Calismamizda belirlenen bakteriyofaj genom biiyiikliikleri literatiir sonuglari ile
uyum gostermektedir.
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Izole edilen bakteriyofajlarin plak morfolojileri birbirlerine benzer olup Bl
grubu bakteriyofaj plaklanin 0.5 ile 1 mm c¢apinda ve A grubunda bulunan
bakteriyofajlardan daha biiyiik oldugu tespit edildi (Sekil 10).

Izole edilen bakteriyofajlarin yagam siklusu 120 dak oldugu (Sekil 11) ve
hiicre bagina salinan bakteriyofaj partikiil sayisinin 200 oldugu tespit edildi.
Laktobasil bakteriyofajlarinda, latent periyodun 40-75 dak ve burst size 80-
300 partikiil/ml arasinda degistigi bildirilmistir (103). En diigiik burst size 12-
14 faj partikiilii ile L. plantarum B2 bakteriyofajinda belirlenmisgtir (69, 51).

Birbirlerine benzer bulunan ii¢ bakteriyofaj efekte ettikleri duyarli konaklar
yoniinden de incelendi. Bu incelemede, ®ti034¢ ve 1076 6 farkli tiire ait
46 sugu, Ptl074c ise ii¢ farkls tiirlin 13 susunu enfekte edebildikleri gézlendi. Bu
sonug, bakteriyofajlarin farkli laktobasil sug ve tiirlerini enfekte edebilme
ozelligini ve bakteriyofajlarin cevreye kolaylikla yayilabilecegini, dolayis1 ile
toplumsal saghi$ onemli Olglide etkileyebilecegini gostermektedir.

Ug laktobasil sugunun tiir tayinlerinde TLO34c ve TLO74c ayni, TLO76 nin
farkl: bir tiir oldugu tespit edildi (tablo 15). Aymi bakteriyofaji tagiyip farkli
laktobasil tiirleri olmalan ilging bulunup, tiir tayininin dogrulanmasi amaci ile
total protein profillerine bakildi ve ®tl034c ve ®tl074c’nin total protein
profillerinin benzer, ®t1076’mn farkli oldugu belirlendi (Sekil 15).

Bu sonuglarn1 desteklemek igin bu ii¢ laktobasilin kromozomal DNA’lari ile
L. gasseriadh bakteriyofaji integraz genine spesifik primerler kullanilarak AP-
PCR yapild: (Sekil 16). Laktobasil T1.034c ve TL074c suglani aym, TLO76 min
farkli bir genotipe sahip oldugu tespit edildi.

Farkli cografik bolgelerde yasayan insanlarda morfolojik ve genetik olarak
benzer bakteriyofajlarin bulunmasi, insan kaynakli laktobasillerin yanisira, gida
orjinli bir ¢ok laktobasil sugunu enfekte edebilme yeteneklerinin olmasi bu
bakteriyofajlarin insanlara cevreden veya fermente gidalar yolu ile yayildiklan
fikrini dogrulamaktadir.

Laktobasillerin kromozomuna entegre bakteriyofajlarin (profaj), kimyasal,
kontraseptif veya antibiyotik gibi degisik ajanlar ile indiiklenmeleri sonucu litik
siklusa gectigi ve duyarli konaklar1 enfekte ettigi bildirilmektedir.  Litik
enfeksiyon olusturan bakteriyofajlarin, vajinal florada bulunan duyarli laktobasil
populasyonunu elemine ederek firsatgi patojenlerin dominant hale gegmelerine
ve enfeksiyon olusturmalarina neden oldugu diigiiniilmektedir.
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Damlatma yoOntemi ile indikator suglara inhibibitor etki gosteren fakat,
bakteriyofaj plagi olusturmayan ve bakteriyofaj probu kullamildifinda
hibridizasyon vermeyen izolatlara ait lizatlar, H,O,, asit ve bakteriyosin igerigi
yoniinden aragtirildi. Bunlardan 6'sinin bakteriyosin, 6'simn da H,O, iiretiminden
dolay1 duyarli konaklar iizerinde inhibitor etki gosterdikleri belirlendi.

Izole edilen bakteriyosinlerin 1siya, degisik pH degerlerine ve proteolitik
enzimlere olan duyarliliklan aragtinldi (Tablo 16). Laktobasil TL.029, TLO05%a,
TLO80 ve TL099a suslan tarafindan iiretilen bakteriyosinler; 10 dak 100°C’de
bekletmeye direngli, proteolitiklere duyarl: diigiik molekiil agirlifinda lantibiyotik
icermeyen, diigiik molekiil agirlikh bakteriyosinler iginde yer aldikian saptand.
TLO093c ve TL099a suglan tarafindan iiretilen bakteriyosinler, 1stya, proteolitik
enzimlere ve kloroforma duyarli olduklari, dolayisi ile yitksek molekiil agirhiginda
ve yapisinda lipid bulunan kompleks bakteriyosinler olduklan diisiiniildii.

TLO99a ve TL059a suglarinda bulunan bakteriyosinlerin diisik pH'da
aktivitelerini kaybetmedikleri, buna kargin bazik pH'da ise belirlenen tiim
bakteriyosinlerin  aktivitelerini kaybettikleri gozlendi. Bakteriyosinlerin, pH
7.0’de aktivite gostermeleri, inhibisyonun asit iiretiminden kaynaklanmadigim
dogrulamaktadir. Tagg ve ark (32) tarafindan yapilan  caligmada,
bakteriyosinlerin bir ¢ogunun asidik pH'ya bazik pH'dan daha dayamkli
olduklar1 bildirilmektedir.

Antibakteriyel etkenlerin katalaza direncli olmasi ve pH7.0’de aktivite
gostermeleri; bakteriyosin olduklarim, proteolitik enzimlere kargi duyarli olmalan;
protein yapisinda olduklarim, kloroforma direngli olmalan ise; lipid icermediklerini
gostermektedir. Toba ve ark (125), fekal orjinli L. gasseri ve L. acidophilus
suglarinda bakteriyosin belirlemiglerdir. Bu bakteriyosinlerin katalaza, tripsine,
aktinaza ve 1siya olan duyarhiliklanimiagar kuyucuk diffiizyon yontemi ile test
ederek katalaz enzimine ve is1iya karsi direngli olduklarini gostermiglerdir. Ayrica,
bu aragtirmacilar, belirledikleri L. gasseri bakteriyosinlerinden ikisini gasserisin A
olarak tamimlamiglardir.

Calismamizda izole edilen L. gasseri susglarindan TLO80’in iirettigi
bakteriyosinin, katalaz enzimine ve kaynamaya direngli, proteolitik enzimlere
duyarl: olmasi yOniinden, kaynamaya 20 dak dayanikli ve proteolitik enzimlere
duyarli olan gasserisin A'ya benzer bir bakteriyosin oldugunu diigiindiirmektedir
(125).
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Tahara ve ark (126), L. acidophilus JCM1132 susunda belirledikleri
asidosin J1132’yi kismen karakterize etmiglerve 80°C’de stabil, kaynamaya 30
dak dayanikli, proteolitik enzimlere duyarli, iki peptid yapili bir bakteriyosin,
Toba ve ark (127), L. acidophilus’da 60°C 'de 10 dak bekletme ile inaktive
olabilen, proteolitik enzimlere duyarl1 asidofilusin A’yr, Klaenhammer ve ark
(128), isiyadirencli olan laktosin F’yi ve Barefoot ve ark (34), L. acidophilus N2
susunda, 1siya 100°C’de 60 dak dayamikli, proteinaz K'ya duyarli ve kloroforma
direngli, lipid icermeyen laktosin B’yi tespit etmiglerdir.

L. acidophilus TL099a tarafindan iiretilen bakteriyosinin, laktosin B'ye
benzer bir bakteriyosin oldugu diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, vajinal orjinli
laktobasilden izole edilen bakteriyosinlerin genis hacimde iiretilerek saflastiriimasi
ve de karakterize edilmesi gerekmektedir.

Bakteriyosin Urettigi belirlenen 6 sugtan S’inin spontan olarak da
bakteriyosin liretebildigi, ancak TLO029’un spontan bakteriyosin iretmedigi
saptand1 (Tablo 17). Rogosa SL broth besiyerinin, bakteriyosin iiretimi i¢in en
uygun besiyeri oldugu belirlendi. Bunun nedeninin Rogosa SL besiyerinde
MRS’den farkh olarak pepton yerine tripton bulunmasindan kaynaklandig:
diigiiniilmektedir. Caligmamizda bakteriyosin iiretimi yoniinden spontan veya
mitomisin C ile indiikklenmenin degigik besiyerlerinde farklilik gosterdigi tespit
edildi.

' Bakteriyosin iireten suglarin bazilarinda, kiiltiirlerin inkiibasyon siirelerinin
uzatilmasi ile bakteriyosin aktivitesinin azaldigi rapor edilmigtir.  Kiiltiirlerin
inkiibasyon siirelerinin uzamasi sonucu aktivitelerinin azalmasi, ortamda
spesifik  bakteriyosin  inaktivatdrlerinin  olugmasi ve bu inaktivatorlerin
enzimatik kesimleri veya alternatif olarak besiyeri i¢ine salinan bakteriyosinlerin
yeniden adsorbe edilmesi gibi nedenlerden kaynaklanabilmektedir (32).

Incelenen suglar arasinda bakteriyosin iiretiminin TL0O93c ve TL099a
suglarinda ilk 24 saat ig¢inde yiiksek oldugu belirlenirken 48 saat sonra aktivitenin
azaldifn, TL143a susunda aktivitenin degismedigi izlendi. Ayrica, izole edilen 6
bakteriyosinin antibakteriyel aktivitelerinin, 4°C’de 6 ay kadar devam ettigi
belirlendi.

Bakteriyosinlerin NaCllii ortamdaki aktiviteleri incelendi ve suglarin biiyiik
¢ogunlugunun, yiiksek tuz konsantrayonlarinda iireyemedikleri goriildii.
TLO59a ve TLO80 maksimum %4, diger 4 sug ise %1-%2 NaCl bulunan MRS sivi
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besiyerinde iireyebildikleri, bununla birlikte, yiiksek NaCl konsantrasyonun
bakteriyosin iiretimlerini inhibe ettifi tespit edildi. Kati besiyerinde yapilan
caligmada, TLO80'in %3 NaCl konsantrasyonunda iireyebildigi ve bakteriyosin
tirettifi, buna karsin %1’lik tuz konsantrasyonun bakteriyosin iiretimini
indiikledigi belirlendi. Bakteriyosin belirlenen diger 5 susun yiilksek NaCl
konsantrasyonunda tremedikleri %1’lik konsantrasyonun iiremelerini
engellemedigi ayrica, bakteriyosin iiretimini indiikledigi tespit edildi (Tablo 18,
Sekil 19).

Atrih ve ark (96) bir calismasinda, gida orjinli 5 L. plantarum sugunun
tirettigi bakteriyosinin karakterizasyonunda; lipolitik ve glikolitik enzimlerden
etkilenmeyip proteolitik enzimlere duyarli oldugunu bildirmektedir. L.
bavaricus'un bravarisin A {iretiminin kiiltiir ortamina %1 oraninda tuz ilavesi
ile etkilenmedigi, fakat 4°C’de %3, 10°C’de ise %5 tuz konsantrasyonlarinda
aktivitelerinin tamamim kaybettikleri bildirilmektedir (98).

Bakteriyosin iirettigini belirledigimiz suglardan yanhizca TILO80, 15°C’de
lireyebilmekte, digerleri diisiik isilarda iireyememektedir. Bu nedenle suglarin
degisik 1silarda bakteriyosin iiretme aktiviteleri incelenmemigtir.

Bakteriyosin iireten suglarin, ayn1 ve farkh laktobasil tiirlerini inhibe etikleri
damla, agar kuyucuk ve disk difiizyon yontemleri ile test edildi. Agar kuyucuk
yonteminin, fazla miktarda lizat kullanma imkam sagladig1 icin diger yontenlerden
daha kullamsli oldugu gozlendi. Belirlenen bakteriyosinlerden en genis inhibitor
aktivite, L. gasseri TL093c ve L. gasseri TL143a suslan tarafindan iiretilen
bakteriyosinlerin, benzer L. gasseri tiirlerine kargi gosterdikleri etki olarak
tespit edildi.

Lizatlarin asit etkileri, KOH ve CaCQ, ile nitralize edilerek test edildi.
Konak suglarn iiremesini kullanilan CaCO,’in yogunlugu etkiledigi icin KOH
ile lizat pH nétralizasyon yonteminin ¢ok daha uygun oldugu kamsina varildi.
Silva ve ark (129) bakteriyosinlerin asidik kogullara nispeten dayanikli
olduklarini belirlemiglerdir.

Bakteriyosinler, biiyiik ol¢iide iirettildikleri bakterinin benzer suslarina (32),
H,O, ise katalaz negatif tiim bakterilere inhibitor etkiye sahip olduklar
bilinmektedir (26).

Bakteriyosinlerin, farkli tiirlere olan inhibisyon etkilerinin aragtirilmasi igin,

E. coli, P.vulgaris, P. aurogenes, E. cloacea, S. aureus, C. albicans ATCC
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suslanive S. milleri IS5] klinik suslan kullamldi. Bakteriyosin iireten laktobasil
suglarmin  tiimii, G. vaginalis ATCC 14018 ve P. aeruginosa ATCC 10145
suglarma, TLO029a’nin P. vulgaris’e, TL0OS%9a’min E. coli suguna, TLO80’in S.
milleri IS51 susuna ve TLO099a ile TL143a’nin E. cloacea susuna Kkars:
antibakteriyel etkiye sahip olduklann belirlendi. Degisik bakteriler iizerine
suglarin  antibakteriyel aktivitelerini test ederken, asit etkisinin notralize
edilmesine ragmen H,O,’in notralize edilmedigi i¢in antibakteriyel aktivitenin
H,0, , bakteriyosin veya her ikisinin iiretiminden kaynaklanabilecegi diigiiniildii.
Uretilen bakteriyosinlerin degisik patojen bakteriler iizerine olan etkilerinin tam
olarak belirlenmesi icin bu bakteriyosinlerin saf olarak elde edilmesi ve etkili
konsantrasyonlarinin belirlenmesi gerekmektedir.

Dembele ve ark (130), 11’i vajinal orjinli olmak iizere 17 laktobasil susu
ile yaptiklan calismada, E. coli, Serratia marcescens (S. marcescen), Shigella
boydii (8. boydii), Listeria monocytogenes (L. monocytogenes), L. ivanovii, L.
innocua ve S. aureus’a karsi bagta organik asitler, daha az olarak da bakteriyosin
liretimi ile antibakteriyel aktivite gosterdiklerini belirlemiglerdir. Gupta ve ark
(131’nn 140 kadinda yaptiklani caligmada, vajinal florada H,O, iireten
laktobasillerin bulunmasi ile E. coli kolonizasyonunu onledigini bildirmisierdir.

Calismamizda bir kisim suglarin antibakeriyel aktivite etkeni olarak H,0,
iiretikleri ve duyarh laktobasilleri inhibe ettikleri gozlendi. H,O,’nin laktobasil
suglan iizerine inhibisyon etkilerini belirlemek ve katalaz enziminin aktivitesini
kontrol etmek amaci ile yapilan ¢alismada, laktobasillerin %2’lik H,O, varligindan
etkilenmeye bagladiklan, %3’liik konsantrasyonda ise tamamen inhibe olduklari
belirlendi (Tablo 20). Duyarl: konaklara inhibisyon etkisi gosteren, bakteriyofaj,
bakteriyosin veya asit etkisi belirlenemeyen suglarin H,0O, iiretimi nedeni ile
inhibisyonun olustugu saptandi.

Eschenback ve ark (12), vajinal florada H,O, olugturan mikroorganizmalari
incelemigler ve bir gok anaerobik bakterilerin peroksidaz enzimi icermemelerinden
dolay1 H,O, etkisinden korunamadiklarini, dolayisi ile BV’li hastalarda H,O, iireten
laktobasillerin bulunmadigini ileri siirmiiglerdir. Aym aragtirmacilar, H,O, iireten
fakiiltatif laktobasil tiirlerini, normal vajinal florada %96, bakteriyel vajinozisli
florada ise %6 olarak belirlemiglerdir.

Laktobasiller, vajinal florada bakteriyosin, H,0, ve asit iiretimi gibi cesitli
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mekanizmalar aracilii ile patojen mikroorganizmalara kargi koruyucu gorevi
goriirler. Yapilan in vitro bir ¢calismada, B gurubu streptokok, N. gonorrhoeae ve
G. vaginalis gibi patojenlerin vajinal epitel hiicrelerine adhere olma dzelliklerinin
laktobasillerden daha giiclii olduklar1 bildirilmektedir (24). Bununla birlikte,
laktobasil  suglarmn, firsatgi patojen mikroorganizmalarin epitel  hiicrelerine
adhezyonunu interfere edebildigi, ayrica laktobasil suglan arasinda da adhezyon
Ozelliklerinde degisikliklerin bulundugu belirlenmistir (29). Laktobasillerin bu
koruyuculuk o&zelliklerinden dolayl, yogurt gibi gidalarda kullanilmakta ve bu
gidalar probiyotik amagla tiiketiimektedir. Hilton ve ark (40) tarafindan yapilan
bir ¢alismada, L. acidophilus susu ile hazirlanmig yogurt ile beslenen kisilerde
vajinal kandida kolonizasyonu engellenerek enfeksiydndan korunma saglandifi
bildirmigtir.

Bakterilerin genigs bir grubunu inhibe eden antibiyotiklerin tersine
bakteriyosinler, normalde aym veya benzer bakterileri inhibe edebilen protein
yapisinda bilegiklerdir. Bu nedenle laktobasil suglari tarafindan {iretilen
bakteriyosinler, bir c¢ok laktobasil tiiriini aym mekanizma ile inhibe
etmektedirler (50). Laktobasiller in vitro olarak, bakteriyofaj veya
bakteriyosinlerin her ikisi ile de inhibe olabilmektedir. Bakteriyisin iireten
suglarin aym hastadan izole edilen diger laktobasil tiirlerini inhibe etmedigi
saptanmistir. Bakteriyosinler, hedef hiicrede iiretilmedigi, ancak hedef hiicreler
ile direk temas ettiklerinde antibakteriyel aktivite gosterdiklerinden dolay:
patojen mikroorganizmalara kargi smirli etkiye sahiptirler. Bunun yaninda
laktobasillerin  olugturduklar1 asit ve H,0, etkisi ile bir g¢ok patojen
mikroorganizmalara karsi genis antibakteriyel aktivite gostererek vajinal saglig
korumaktadirlar.



6. SONUC VE ONERILER

Cesitli sikayetler ile kadin dogum polikliniklerine bag vuran hastalardan
alinan vajinal siiriintli Omekleri, klinik tam1 ve Ilaktobasil icerifi yoniinden
mikrobiyolojik olarak incelendi.

‘ Incelemeye alinan 75 hasta &rneginden toplam 100 laktobasil susu izole
edildi ve klinik dagilimlar, %17 BV, %12 VK, %11 araform ve %60 NVF seklinde
belirlendi.

Izole edilen laktobasil suslarinmn tiir tayinleri, konvansiyonel test yontemleri
ile yapildi. En sik olarak L. gasseri (% 44) izole edildi. Yiiz laktobasil sugunun
56’sinda A,B1 ve B2 grubuna ait bakteriyofajlar tespit edildi. En yiiksek oranda
bakteriyofaj L. delbrueckii suglarinda belirlendi.

BV’li kadinlardan izole edilen laktobasillerde bakteriyofaj bulunma siklig
(%88, p= 0.0332) diger gruplara oranla daha yiiksek bulundu.

Bakteriyofajlarn, in vitro olarak aym veya farkli kadinlardan izole edilen
degisik laktobasil tiir ve suglarini enfekte ettikleri belirlendi. Bunun sonucu
vajinal pH’nin baziklesmesi ile BV patojenlerinin dominant duruma gegmesine
neden olabilecekleri gosterildi.

Lizojenik laktobasil suslarinin, aym tiir veya farkli laktobasil tiirlerine ait
ikinci bir bakteriyofaj ile enfekte olabildigi, hatta bakteriyofaj iceren suslann bir
kismioldukca fazia sayida farkli bakteriyofaja konakiik ettikieri goriildii. Bunlarin
farkhh bakteriyofaj enfeksiyonuna duyarli olma nedenlerinin aydinlatilmas: igin
detayl1 aragtinlmalar gerekmektedir.

Izole edilen laktobasil suglanindan iigiiniin, belirlenen bakteriyofaj,
bakteriyosin, asit ve H2O2 etkilerine kars1 direngli olduklari belirlendi.

Farkli cografik bolgelerde yasayan ii¢ kadindan izole edilen laktobasillerde
morfolojik ve genetik olarak  birbirinin aym ii¢ bakteriyofajin varligimn
gosterilmesi, bakteriyofajlarinin gida, cevre veya insan gibi ortak rezervuarlardan

alina laktobasiller ile insanlar arasinda yayildigim desteklemektedir.
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Vajinal orjinli laktobasillerin 6’sinin bakteriyosin iirettigi, bunlardan 2’s1 1stya

direncli, diigiik molekiil agirlikli, 4’ii 1siya duyarli ve yiikksek molekiil
agirlikli bakteriyosinler olduklari belirlendi.

Tespit edilen bakteriyosinlerin in vitro olarak G.vaginalis, P. aeruginosa,
E. cloacea, P. vulgaris, E. coli ve S. milleri’ye kars1 antibakteriyel etkili oldugu
belirlendi. Bu bakteriyosinlerin patojen bakterilere kars: antibakteriyel aktivite
gostermesi, floray1 korumada H,0, ve asit etkisine ek bir destek sagladiklan
diigiiniilmektedir.

Bakteriyosin lireten suglarin belirlenmesi, bakteriyosinlerin karakterize
edilerek antimikrobial etkinliklerinin ortaya konmasi tibbi, gida sektorii veya
diger amaglar icin kullanilabilirliklerinin aragtinlmast ile bilime ve ekonomiye katki
saglanacaktir.

Bakteryofajlara  direngli  laktobasillerin  izole edililecek, vajinal
enfeksiyonlarin Ozellikle cinsel yolla bulagan hastaliklarin 6nlenmesinde
kullanilabilirliklerinin aragtirilmasi toplum sagligina onemli katkilar saglayacaktir.
Ozellikle, sosyo-ekonomik olarak gelismekte olan toplumlarda, kadimn vajinal
saghigimn 6nemsenmedifi ve kondom kullaniminin yaygin olmadigi g6zoniine
alindiinda, bir ag1 alternatifi olarak cinsel yolla bulagan hastaliklardan korunmada
laktobasillerin kullanilmasininucuz ve oldukg¢a pratik bir ¢oziim yolu olabilecegi
diisiiniilmektedir.

Vajinal orjinli laktobasil tiir ve tiplerininden H,0O,, asit ve bakteriyosin tireten,
insan mukozal yiizeylerinde iyi kolonize olma yeteneginde olan, bakteriyofaj
icermeyen ve bakteriyofaj enfeksiyonuna direngli olan suslarin karekterize
edilmesi, vajinal enfeksiyonlarin tedavisinde vajinal ovul veya tablet olarak
kullamilmakta olan veya kullanilacak olan ideal laktik asit bakterilerinin se¢imine
yardimci olacaktir.

BV olusumunda, vajinal laktobasillerin tagidig1 profajlarin roliiniin daha iyi
anlagilmasticin; profaj iceren ve icermeyen laktobasiller ile kolonize edilmis deney
hayvanlarinda BV modelinin gelistirilmesi, profajlarin cesitli ajanlar (antibiyotik vs)
ile  indiiklenerek laktobasil populasyonunu etkilemedeki  rolleri, bunun
sonucunda vajinal floraya BV patojenlerinin hakim olarak enfeksiyon tablosu
olustugunu destekleyecek calismalara ihtiya¢ vardur.
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Saghkli ve BV’li kadmlanin  vajinal yikama sivilaninda lizojenik
laktobasillerden spontan veya litik enfeksiyon sonucu salinan serbest
bakteriyofajlarin tespit edilmesi, bu bakteriyofajlarin zenginlestirme yontemi ile
saflagtinlarak aym1 kadindan veya farkli kadinlardan izole edilen laktobasilleri
enfekte etme yetenekleri aragtirilmali ve BV olugumundaki rollerini destekler
bulgular elde edilmelidir.

Bu calisma, vajinal orjinli laktobasillerde profajlarin varligim ve BV ile
iligkisini gostermeyi hedefleyen ilk c¢aligma olmasinedeni ile;

- Izole edilen 56 fajimn her birinin morfolojik, konak araligl, fonksiyonel ve genetik
ozellikleri yoniinden ayrntili olarak incelenmeli,

- Bakteriyofaj enfeksiyonu ve bakteriyofajlara direng mekanizmasi, transdiiksiyon
yetenekleri (6zellikle tagpidiklari veya mobilize ettikleri genler yOniinden)
aragtinimals,

- Farmas6tik amach veya gidalara ilave edilen maddelerin toksitite/mutajen veya
indiikleyici ozelliklerin saptanmasinda E. coli lambda fajma alternatif olarak
kullamilabilme 6zellikleri incelenmelidir.



7. OZET

Bu calismada, Farabi Hastanesi, Kadin Hastalhiklari ve Dogum Poliklini8ine ve
Trabzon Dogum Hastanesi'ne bagvuran, dogurganlik donemindeki 75 kadindan
alinan vajinal siiriintii orneklerinden toplam 100 laktobasil susu izole edilerek
identifiye edildi ve bakteriyofaj (profaj) icerikleri ve bakteriyosin iiretimleri
yOniinden aragtirilda.

Yiiz laktobasil icinde, dokuz farkh laktobasil tiirii belirlendi ve L. gasseri’nin
en yaygin (%44) tiir oldugu bulundu. Mitomisin C ile indiiklenen laktobasillerin
%56 sinin  bakteriyofaj tagidig1 tespit edildi. Izole edilen bu bakteriyofajlar
karakterize edilerek ii¢ farkli morfotip iginde gruplandinldi: 14’iinlin grup A,
37’sinin grup Bl ve S’inin grup B2 bakteriyofajlan oldugu belirlendi. Profaj
varligi %88 oraminda en yiikksek bakteriyel vajinozisli kadinlardan izole edilen
laktobasillerde tespit edildi. Izole edildigi kaynaga bakilmaksizin, laktobasillerden
L. delbrueckii subsp. delbrueckii’nin diger tiirlere gore daha fazla bakteriyofaj
icerdigi saptandu.

Farkli cografik bolgelerde yasayan li¢ kadindan izole edilen ®t1034c. Pt1074¢
ve ®t1076 adh ii¢ bakteriyofajin morfolojik ve genetik olarak aymi olduklar tespit
edildi.

Laktobasillerden altisinindiger laktobasil suglar1 yaninda G. vaginalis ve P.
aurogenes suglarina kars1 aktif bakteriyosin aktiviteye sahip olduklari gézlendi.

Sonu¢ olarak, bakteriyofajlarin in vitro olarak farkli kadinlardan izole edilen
degisik laktobasilleri enfekte etmeleri, vajinal florada bulunan ve projaj tagiyan
laktobasillerin profaj indiiksiyonu sonucu vajinal florada bulunan diger laktobasilleri
ortadan Kaldirabilecek potansiyele sahip olduklarim ve bunun da vajinal pH’nin
ylikselmesini, dolayis1 ile diger patojenlerin vajinada kolonize olarak vajinal
enfeksiyonlara zemin hazirladigini desteklemektedir.



8. SUMMARY

INVESTIGATION OF BACTERIOPHAGES AND BACTERIOCINS IN
VAGINAL LACTOBACILLI

In this study, a total of 100 lactobacilli were isolated and identified by
standard bacteriological methods and screened for the presence of bacteriophages
(prophage) and production of bacteriocins from the vaginal samples of 75
reproductive women admitted to the Obstetrics and Gynecology Department of
Farabi Hospital and Trabzon Delivery Hospital.

Of 100 lactobacilli, nine different species were identified, among which L.
gasseri was found to be the most common (%44) species. Using mitomycin C
induction, 56% of all lactobacilli were found to carry prophages. These
prophages were characterized and grouped into three different morphotypes: 14 of
them belonged to group A, 37 to group Bl and 5 to group B2 bacteriophages.
Prophages were mostly detected in 88% of lactobacilli isolated from the women
with bacterial vaginosis. Regardless of the source of lactobacilli, L. delbrueckii
subsp. delbrueckii was found to carry prophages more frequently compared to the
other species.

Three bacteriophages namely the ®tl034c, ®tl074c and Ptl076 carried by
three lactobacilli isolated from three women, who were inhabitants of three distinct
regions, were found to be identical by morphology and genetic analysis.

Six strains of lactobacilli were observed to have bacteriocin activity against
Gardnerella vaginalis and Pseudomonas aeruginosa as well as other lactobacilli.

As a result, in vitro bacteriophage infection of different lactobacilli isolated
from different women suggested that prophage carrying lactobacilli in the vaginal
flora of women may have the potential to eliminate the sensitive indigenous
lactobacilli upon prophage induction. This in turn may lead to an increase in the
vaginal pH and provide environment for the other pathogens to colonize the
vagina and cause vaginal infections.
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