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Amag: Bu ¢alismada, vajinal kiiltiirlerden izole edilen Lactobacillus sp. metabolitlerinin
Pseudomonas aeruginosa biyofilmleri lzerindeki antibiyofilm aktivitelerinin arastiriimasi
amaglanmustir.

Yontem: Calismada, 6nceden 16S rRNA dizi analizi ile identifikasyonlari yapilmis olan 20
adet Lactobacillus sp. izolati kullanilmistir. izolatlarin metabolitlerinin antibiyofilm aktivite-
leri P. aeruginosa lizerine mikroplak temelli antibiyofilm ydntemi kullanilarak belirlenmistir.
Negatif kontrol olarak steril De Man-Rogosa Sharpe Broth besiyeri kullaniimistir.

Bulgular: Test edilen metabolitlerin tamami P. aeruginosa biyofilmleri iizerinde istatiksel
olarak anlamli antibiyofilm aktivite géstermistir. Metabolitler arasinda fark olmakla birlikte,
biyofilm hiicre sayisinda en az 4 logaritma (kob/ml) azalis saptanmstir. En iyi antibiyofilm
aktivite Lactobacillus gasseri ve Lactobacillus jensenii metabolitleri icin saptanmis olup,
bunlar P. aeruginosa biyofilm hticrelerinin tamamini yok edebilmistir.

Sonug: Patojen bakterilerin planktonik formlarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan
antibiyotikler, biyofilm igindeki bakterilerin eradikasyonunda ¢ogu zaman yetersiz kalmak-
tadir. Vajinal Lactobacillus sp. metabolitlerinin géstermis oldugu iyi antibiyofilm aktivite, bu
metabolitlerin biyofilm iliskili enfeksiyonlar ile miicadelede alternatif ajanlar olarak kullani-
labileceklerini diistindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Lactobacillus sp., metabolit, antibiyofilm aktivite
ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to investigate the antibiofilm activities of metabolites
produced by vaginal Lactobacillus sp. against Pseudomonas aeruginosa biofilms.

Method: In this study, 20 Lactobacillus sp. isolates which were previously identified by 16S
rRNA gene sequence analysis were used. Antibiofilm activity of the metabolites of the
isolates was determined by using microplate-based antibiofilm method on P. aeruginosa.
De Man-Rogosa Sharpe Broth was used as negative control.

Results: All tested metabolites showed statistically significant antibiofilm activity on P.
aeruginosa biofilms. Although there were differences between the metabolites, the number
of biofilm cells decreased at least 4 logarithms (cfu/ml). The best antibiofilm activity was
determined for Lactobacillus gasseri and Lactobacillus jensenii metabolites that destroyed all
P. aeruginosa biofilm cells.

Conclusion: Antibiotics commonly used in the treatment of planktonic forms of pathogenic
bacteria are often insufficient for the eradication of bacteria in the biofilm. Good antibiofilm
activity demonstrated by vaginal Lactobacillus sp. metabolites suggests that these
metabolites can be used as alternative agents to help combat against biofilm-associated
infections.
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GiRiS

Biyofilmler, canli ya da cansiz ylzeylere ve birbirleri-
ne tutunabilen, ekstraseliler polimerik yapidaki mat-
riks icine gdmulu hiicrelerden olusan sesil mikroor-
ganizma topluluklaridir. Bu topluluk icinde yer alan
mikroorganizmalar ireme, gen ekspresyonu ve pro-
tein Uretimi agisindan farkli fenotipik 6zellikler goste-
rebilirler. Biyofilm icinde yasayan mikroorganizma-
nin, Gretmis oldugu polimerik yapilar sayesinde etra-
fi cevrelenir ve kendini bir matriks icine gomerek
planktonik formlara kiyasla olumsuz bircok kosul
karsisinda avantaj saglar. Ornegin, konak immiin sis-
temi ve antimikrobiyal ajanlara karsi daha direnclidir,
bu da biyofilm iliskili enfeksiyonlarin eradikasyonunu
zorlastirmaktadir*>),

Biyofilm, ilk kez Antonie Van Leeuwenhoek tarafin-
dan 17. ylzyilda disinde olusan plakta gosterilmis ve
animalcules olarak adlandiriimistir. Ginimizde 6zel-
likle kateterler, implantlar, yapay kalp kapakgiklari,
eklem replasmalari, kontakt lensler gibi cansiz ylizey-
lerde gorilmekte ve tedavisi glic enfeksiyonlara yol
acarak morbidite ve mortalite oranlarinda artisa
neden olmaktadir?.

Pseudomonas aeruginosa, dogada yaygin olarak
bulunan, 6zellikle imminsupresif hastalarda pno-
moni, bakteriyemi, menenjit, beyin apsesi, endo-
kardit, septik artrit, osteomyelit, deri ve yumusak
doku enfeksiyonlari gibi ciddi klinik tablolara
neden olan non-fermentatif Gram negatif bir basil-
dir. Ozellikle biyofilm iliskili hastane enfeksiyonla-
rindan siklikla izole edilmekte ve tedavisinde sorun
yasanmaktadir. Arastirmacilar, biyofilm olusumu-
nun hastane enfeksiyonlarinin ortaya ¢ikisindaki
etkin rolleri ve antimikrobiyallerle kontrol altina
alinmalarinda yasanan zorluklar nedeniyle alter-
natif  antibiyofilm ajanlari arastirmaya
yonelmislerdir®. Ozellikle hastanelerde ciddi sorun
olusturan P. aeruginosa biyofilmlerinin yok edil-
mesi icin acilen yeni antibiyofilm etkili maddelere

gereksinim duyulmaktadir.
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Laktobasiller insanlarda normal flora Gyesi olarak
agizda, vajinada ve bagirsaklarda bulunurlar?,
Urettikleri laktik asit, asetik asit, hidrojen peroksit ve
bakteriyosin gibi metabolitler ve antagonizma etkile-
ri sayesinde bu boélgelerde koruyucu olarak gorev
yaparlar®®, Menopoz 6ncesi saglkl kadinlarda vaji-
nada dominant olarak bulunarak patojen mikroorga-
nizmalarin kolonize olmasina engel olurlar®®, Son
yillarda flora tyesi mikroorganizmalarin organizma
Uzerindeki olumlu etkilerini bildiren g¢alisma sayisi
artmis ve hastaliklarin tedavisinde alternatif olarak
kullanilip kullanilamayacaklari arastirmalara konu
olmustur®-14,

Bu calismanin amaci, vajinal kiltlrlerden izole edil-
mis olan Lactobacillus sp. metabolitlerinin
P. aeruginosa biyofilmleri Uzerindeki antibiyofilm
aktivitelerinin arastiriimasidir.

GEREC ve YONTEM

Lactobacillus sp. izolatlarinin identifikasyonu:
Calismada, Mayis 2016-Mayis 2017 tarihleri arasinda
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklari ve
Dogum Anabilim Dali’'ndan, Cebeci Hastanesi Merkez
Laboratuvari’'na gonderilen vajinal kiltirlerden izole
edilmis ve dnceden 16S rRNA dizi analizi ile identifi-
kasyonlari yapilmis olan 9 adet Lactobacillus gasseri,
3 adet Lactobacillus crispatus, 3 adet Lactobacillus
jensenii, 3 adet Lactobacillus fermentum, 1 adet
Lactobacillus vaginalis ve 1 adet Lactobacillus
helveticus izolati kullanilmistir®,

Metabolit Eldesi: Lactobacillus izolatlarinin,
Rogosa Agar’daki 24-48 saatlik kilttrlerinden 5 ml
De Man-Rogosa Sharpe (MRS) Broth (pH 6.5)
(Merck, Almanya) besiyeri iceren tiplere ekim
yapilmis ve 37 °C’de 72 saat, anaerobik kosullarda
inkiibasyonlari saglanmistir. inkiibasyon siiresi
sonunda bakteri hicrelerini uzaklastirmak igin
bakteri kultlrleri 12.000 g’de 4°C’de 10 dakika
santriftj edilmis, daha sonra supernatantlar 0.45
pm por caph steril membran filtrelerden gegiril-
mistir®1s),
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Pseudomonas aeruginosa Biyofilm Olusumu:
Pseudomonas aeruginosa PAO1 susu beyin kalp
inflzyon (Brain Heart Infusion, BHI) besiyeri icinde
37°C’de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon
suresi sonunda kiltiir 590 nm’de OD 0.5 olacak sekil-
de spektrofotometrik olarak 6l¢lilmus ve son inoku-
|im konsantrasyonu 10° kob/mL’e ayarlanmistir. Her
bir test kosulu icin bu inokulum siispansiyonundan
100’er pl alinarak 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plak-
larinin 12 gukuru boyunca eklenmistir. inokiile edilen
plaklar 4 saat boyunca 37°C’de inkibe edildikten
sonra ¢ukurlardaki besiyeri disari atilarak her gukura
yeniden 100’er ul fosfat tamponu eklenmis ve tutun-
mayan hcreleri uzaklastirmak amaciyla 3 kez yika-
ma islemi yapilmistir. Yikama isleminden sonra, plak-
lar 20 saat inkiibasyona birakilmis ve olgun biyofilm
olusumlari saglanmigtire),

Lactobacillus sp. Metabolitlerinin Antibiyofilm
Aktivitelerinin Arastirilmasi: Lactobacillus sp. meta-
bolitlerinden 100’er pl alinarak P. aeruginosa olgun
biyofilmlerini iceren gukurlara aktariimis ve 24 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Negatif kontrol olarak
steril MRS sivi besiyeri (100 pl) kullaniimistir. Sire
sonunda plaklar 5 dakika vortekslenip sonrasinda 5
dakika sonikasyon islemine 3 defa maruz birakilarak
hiicrelerin gukurlardan ayrilmasi saglanmistir. Bu
islemlerden sonra biyofilm hiicreleri steril bir tlp
icine aktarilmis ve hicrelerin sayimi igin Triptik Soy
Agar (TSA) besiyerine ekilmis, tim deneyler paralel
olarak tg kez yinelenmistir®®,

istatistiksel Veri Analizleri: istatistiksel veri analiz-
leri SPSS programi (Ver.23, Chicago, IL, ABD) kullani-
larak gerceklestirilmistir. Tim veriler ortalama *
standart hata olarak verilmistir. Kontrol ve test
gruplarinin karsilastiriilmasinda Student’s t-test yon-
temi kullanilmistir. Gruplar arasinda p-degeri <0.05
olarak gozlenen farkliliklar anlamli olarak degerlen-
dirilmistir.

Taramali Elektron Mikroskop (TEM) Analizi: TEM
analiziigin P. aeruginosa olgun biyofilmleri cam slayt-
lar Uzerinde yukarida bahsedilen kosullar altinda

olusturulmus ve %2 gluteraldehit ve 0.1 M kakodilat
iceren tampon sollisyonu ile 6rnekler 30 dakika
boyunca fikse edilmistir. Seri alkol solUsyonlarindan
gecirilen ornekler oda isisinda kurutulduktan sonra
Orta Dogu Teknik Universitesi Merkez Labora-
tuvar’’ndan hizmet alimi yapilarak altin-palladyum
kaplama islemine tabi tutulmus ve elektron mikros-
kobu ile incelenmistir®”,

BULGULAR

Lactobacillus sp. Metabolitlerinin Antibiyofilm
Aktivite Sonuglari ve Biyofilm Hiicrelerinin TEM
Analizi: Lactobacillus sp. metabolitlerinin
P. aeruginosa biyofilm hiicreleri Gzerine etkisi mik-
roplak temelli antibiyofilm ydntemi kullanilarak
belirlenmistir. Kontrol ile karsilastirildiginda test
edilen izolatlarin tamaminin metabolitleri
P. aeruginosa biyofilmleri lzerinde istatiksel olarak
anlamh antibiyofilm aktivite gostermistir (p<0.05).
Metabolitler arasinda fark olmakla birlikte, biyofilm
hiicre sayisinda en az 4 logaritma (kob/ml) azahs
saptanmistir. En iyi antibiyofilm aktivite L. gasseri
ve L. jensenii metabolitleri icin saptanmis olup,
bunlar P. aeruginosa biyofilm hiicrelerinin tamami-
ni yok edebilmistir (Grafik 1).

Olgun biyofilm olusumunun hemen sonrasinda tara-
mali elektron mikroskobu ile biyofilm olusumu
gorintilenmis ve iki farkh biytutmede de birbirine
tutunmus yogun biyofilm hiicre popiilasyonu gozlen-
mistir (Resim 1).

TARTISMA

Biyofilm icindeki bakteriler, fiziksel ve kimyasal bari-
yer nedeniyle antimikrobiyal penetrasyonunda azal-
ma, genel stres yaniti olarak metabolizma ve ¢ogal-
ma hizinda yavaslama, mikrobiyal heterojenite ve
direng¢ genlerinin aktarimi gibi nedenlerden dolayi
antimikrobiyal ajanlara, konakgl immun sistemine ve
sicakhk gibi dis etkenlere karsi planktonik formlara
kiyasla daha direnglidirler. Bu bakterilerin etken
oldugu enfeksiyonlarin tedavisi olduk¢a glgtir>*®),
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Grafik 1. Lactobacillus sp. metabolitlerinin Pseudomonas aeruginosa biyofilm hiicreleri Gizerindeki antibiyofilm aktivitesi (kob/ml).

Sekil 1. Pseudomonas aeruginosa biyofilm hiicrelerinin TEM
goriintisii (x1000 - x10000).

Glnilmiuzde var olan kimyasal ajanlar biyofilmlerle
miicadelede yetersiz kalmakta ve bu konuda etkili
olabilecek yeni stratejilere gereksinim duyulmakta-
dir. Bu agidan ¢alismamiz, son yillarda arastirmacila-
rin oldukca fazla ilgisini ¢ceken flora bakteri metabo-
litlerinin antibiyofilm aktivitelerini arastirmasi agisin-
dan 6nem tasimaktadir.

Calismamizda, P. aeruginosa biyofilmleri Uzerinde
test edilen tim Lactobacillus metabolitleri, hiicre
sayllarinda ylksek oranda azalima yol agarak istatik-
sel olarak anlamli, oldukca etkin antibiyofilm aktivite
gostermistir. L. gasseri ve L. jensenii metabolitleri,
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P. aeruginosa biyofilm hicrelerinin tamamini yok
ederek en iyi antibiyofilm aktiviteyi gosteren izolatlar
olarak belirlenmistir. Yapilan bir ¢alismada, vajinal ve
sit UrinU orneklerinden izole edilmis Lactobacillus
sp. metabolitlerinin Escherichia coli Gizerindeki anti-
biyofilm etkisi arastirilmis olup, tim metabolitlerin
antibiyofilm aktivite gosterdikleri gorilmustir. Suslar
arasinda farkliliklar olmakla birlikte, vajinal izolatla-
rin metabolitlerinin, stt Grinlerinden izole edilen
laktobasil metabolitlerine kiyasla daha iyi antibiyo-
film etki gosterdikleri bildirilmistir. En iyi antibiyofilm
aktivite gosteren bu vajinal izolatlar, L. gasseri ve
L. fermentum olarak tanimlanmistir®®. Bir baska
calismada, Osama ve ark.? Lactobacillus rhamnosus
EMCC 1105 ve L. gasseri EMCC 1930 suslarinin meta-
bolitlerinin biyofilm ile iliskili enfeksiyon etkeni ola-
rak en sik karsilasilan patojenler olan P. aeruginosa,
E. coli ve Staphylococcus aureus’a karsi antibiyofilm
etkilerini arastirmis, her iki Lactobacillus sp. susunun
metabolitlerinin de Ug test bakterisinin biyofilm olu-
sumunu etkili sekilde inhibe ettigini gérmuslerdir.
Lactobacillus sp. metabolitlerinin biyofilm iliskili
enfeksiyonlarla miicadelede umut verici olabilecegi
bildirilmistir. Her iki calismada da belirtildigi gibi
bizim galismamizda da en iyi etkiyi gosteren izolatlar-
dan biri L. gasseri tirlne aittir.
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Khiralla ve ark.?Y calismalarinda, fermente sut trin-
lerinden izole edilen Lactobacillus pentosus ve
Lactobacillus plantarum metabolitlerinin P. aeruginasa
ve Bacillus cereus biyofilmlerinin olusumunu anlamli
olarak azalttigini bildirmislerdir. izolatlarin kaynagi-
nin ev yapimi sit trtinleri oldugu baska bir calismada
da izole edilen laktobasil metabolitlerinin Bacillus
subtilis ve E. coli K-12 ko-kdlturlerinin olusturdugu
biyofilmler Gzerindeki aktivitesi arastiriimis ve en iyi
antibiyofilm etkiyi L. plantarum L32 metabolitinin
gosterdigi bildirilmistir??,

Shokri ve ark.?®, siit Grinlerinden izole ettikleri
L. fermentum metabolitlerinin antibiyotik direngli
P. aeruginosa suslari Gzerinde antibakteriyel ve anti-
biyofilm  etkili  olduklarini  gostermislerdir.
Calismamizda, L. fermentum metabolitlerinin tama-
minin P. aeruginosa biyofilmi Uzerinde inhibe edici
etkisi oldugu gorulmustir. Ancak, ¢alismada kullani-
lan L. fermentum metabolitlerinin P. aeruginosa lize-
rinde antimikrobiyal aktivitesi saptanmamistir®.
Yapilan galismalar laktik asit bakterilerinin antibiyo-
film aktivitesinden cesitli mekanizmalarin sorumlu
olabilecegini gostermektedir. Bu mekanizmalar, Uret-
tikleri laktik asit ve antimikrobiyal peptidler gibi
metabolitlerle bakterilerin ¢ogalmasini inhibe etme-
leri, Urettikleri biyosurfaktanlarla hiicre yiizey 6zellik-
lerini degistirerek biyofilm olusumunda ilk basamak
olan bakteriyel tutunmayi zayiflatmalari, hicreler
arasindaki agregasyon ve ylizeye tutunma siireglerini
etkileyerek biyofilm bitlnliglnin bozulmasina
neden olmalari olarak siralanabilir. Bunun yani sira
laktik asit bakterileri tarafindan salinan ekzopolisak-
karitler ve hiicre ylizeylerinin fizikokimyasal 6zellikle-
ri de bu etkiden sorumlu tutulabilir. Antibiyofilm
etkide rol oynayan bu mekanizmalar izolata bagh
olarak farkliliklar gosterebilir®?.

Farkli kadinlarin gebelik, cinsel olarak aktif olma,
menstilrasyon, sigara kullanimi, yas, temizlik aliskan-
liklari ve antimikrobiyal ajan kullanimlari gibi durum-
lari gbz 6nine alindiginda vajinal floralarinin farkh
olabilecegi ve florada bulunan mikroorganizmalarin
ortam kosullarindan etkilenerek farkli metabolit ice-

rigine sahip olabilecegi bilinmektedir®™. Bu durum
sonucunda ortaya cikabilecek degisik metabolit iceri-
ginin, Lactobacillus tirlerinin farkh antimikrobiyal ve
antibiyofilm aktivite sergilemelerine neden olabile-
cegi dustndlebilir.

Yapilan galismalar, Lactobacillus turlerinin P. aeruginosa
kaynakli biyofilmlerle miicadelede gliniimizde kulla-
nilan antibiyotikler veya biyositler gibi cesitli anti-
mikrobiyal ajanlara alternatif olarak kullanilabilecek
veya bu ajanlar ile kombine kullanilabilecek dogal
antibiyofilm ajanlari olabileceklerini dustindirmek-
tedir. Coklu ilag direncli patojenlere karsi Lactobacillus
turleri gibi biyolojik kbkenli kontrol ajanlarinin belir-
lenmesi, ilag direnci ile miicadele agisindan da olduk-
ca 6nem tasimaktadir. Bu agidan daha genis 6rnek
araligina sahip ¢alismalar planlanarak iyi antimikrobi-
yal ve antibiyofilm etki gosteren izolatlarin eldesi
saglanmali ve tedavide alternatif olarak kullanilabile-
cek yeni farmasotik Griinlerin gelistirilmesi amaglan-
malidir.

Bu calisma Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinatorligu (Proje No: 17H0237011)
tarafindan desteklenmistir.
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