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Amag: Bu calismanin amaci probiyotik laktik asit bakterilerine ait hicresiz filtratlarin g6z yizeyinden izole
edilmis olan Listeria monocytogenes, Pseudomonas putida, Pseudomonas stutzeri, Stenotrophomonas
maltophilia ve Staphyloccocus epidermidis’in Urettikleri biyofilm Uzerine antibiyofiim aktivitesinin
arastiriimasidir.

Materyal-Metot: Laktik asit bakterileri olarak Lactobacillus rhamnosus 1743, Lactobacillus
plantarum1771, Lactobacillus rhamnosus 3111, L. rhamnosus KAl ve L. rhamnosus 1724 kullanildi.
Kullaniimadan 6nce hem laktik asit bakterilerinin hem test bakterilerinin safliklar kontrol edildi. Laktik asit
bakterileri hicresiz filtratlari 22um’lik filtreden gegirildi. Hucresiz filtratin antibiyofilm etkisi icin TSB
ortaminda kdltire edilen test bakterileri kuyucuklara dagitildi. Kuyucuklar yikandiktan sonra 570 nm’de
spektrofotometrik olarak optik yogunluga gore biyofilm olusumu degerlendirildi.

Bulgular: Laktik asit bakterilerinden elde edilen hicresiz filtratlarin farkli test bakterilerinde farkh
oranlarda biyofilm olusumunu inhibe ettigi gézlendi. L. rhamnosus KA1'in hiicresiz filtrati test edilen tim
bakterilerin biyofilmlerini ortalama en fazla azaltan filtratti. Laktik asit bakterilerinin filtratlarinin biyofilmi en
cok azalttiklar test bakterisi P. stutzeri 23 CZPX olarak tespit edildi.

Sonug: Probiyotik laktik asit bakterilerinden elde edilen hucresiz filtratlar bakterilerin olusturdugu
biyofilmlerin énlenmesinde yardimci olabilir. Farkli LAB htcresiz filtratlarinin farkli test bakterilerinin

olusturdugu biyofilme etkileri degisebilmektedir. Genis spekturumlu bir LAB hcresiz filtratin tespiti ve
etkinligi icin ileri calismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Hicresiz filtrat, laktik asit bakterisi, probiyotik, biyofilm, parabiyotik
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ABSTRACT
Objective: The aim of this study was to investigate the antibiofilm activity of the acellular filtrates of probiotic
lactic acid bacteria on the biofilm produced by Listeria monocytogenes, Pseudomonas putida, Pseudomonas
stutzeri, Stenotrophomonas maltophilia and Staphyloccocus epidermidis, isolated from the ocular surface.

Material-Method: Lactobacillus rhamnosus 1743, Lactobacillus plantarum1771, Lactobacillus rhamnosus
3111, L. rhamnosus KAl and L. rhamnosus 1724 were used as lactic acid bacteria. The purity of both lactic
acid bacteria and pathogenic test bacteria was checked before use. Cell-free supernatant of lactic acid
bacteria were passed through a 22um filter. For the antibiofilm effect of the acellular filtrate, test pathogenic
bacteria cultured in TSB medium were dispersed into the wells. After washing the wells, biofilm formation was
evaluated spectrophotometrically at 570 nm according to optical density.

Results: It was observed that acellular filtrates obtained from lactic acid bacteria inhibited biofilm formation at
different rates in different test bacteria. The L. rhamnosus KA1 acellular filtrate was the filtrate that reduced
the biofilms of all tested bacteria at most. It was also determined that the filtrates of lactic acid bacteria
reduced the biofilm of P. stutzeri CZPX 23 at most.

Conclusion: Cell-free supernatants obtained from probiotic lactic acid bacteria can help prevent biofilms
formed by bacteria. The effects of acellular filtrates of different lactic acid bacteria on the biofilm formed by
different test bacteria may vary. Further studies are needed for the detection and efficacy of a broad-spectrum
lactic acid bacteria acellular filtrates.
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1. Giris

Biyofilm “bir alt tabakaya veya ara ylize ya da birbirlerine geri donlisimsuz olarak baglanan, sahip
olduklar hicre digi polimerik maddelerden olusan bir matriks icine gomulmus hicrelerle karakterize
edilen sabit bir mikrobiyal topluluk” olarak tanimlanmaktadir [1,2]. Biyofilmler mikroorganizmalarin
olusturdugu bir savunma seklidir. Bulasici hastaliklarin yaklasik %65'inin biyofilmle ilgili enfeksiyonlar
oldugu belidenmistir [3]. Biyofiim ve biyofilmle iliskili enfeksiyonlarin varligi géz hastaliklarinda da
g6zlenmektedir. GOz ici lensler, kontakt lensler, sutir materyali, kapak implantlari, soket implantlari,
orbita implantlar ve skleral serklaj materyalleri, punktum tikaclari ve sert ve yumusak kontakt lensler
Uzerinde okuler bakterilerin biyofilm olusturdugu bildirilmistir. Bu durum iyilesme konusunda sorunlara
neden olmaktadir [2,4,5].

Biyofilm olusturarak enfeksiyona neden olan bakteriler arasinda Pseudomonas putida, Pseudomonas
stutzeri, Stenotrophomonas maltophilia, Staphyloccocus epidermidis yer almaktadir [2,6,7]. Biyofilm
olusturan bir baska ajan olan Listeria monocytogenes de konjonktivit, keratit, sklerokeratit, endoftalmi
ve akut koryoretinite neden olmaktadir [8,9].

Bakterilerin, hizla antibiyotiklere direng kazanmasi ve biyofim olusturmasi nedeniyle
mikroorganizmalari kontrol altina almak igin farkli stratejiler gelistiriimistir; bu stratejilerin arasinda
laktik asit bakterilerinin kullanimi da yer alir. Laktik asit bakterilerinin (LAB) antibiyofilm etkileri
gosterilmigtir [10,11]. Laktik asit bakterileri olusturduklari antimikrobiyal bilesikler, bakteriyosinler,
bakteriyosin benzeri maddeler, hidrojen peroksit, laktik asit gibi maddeler nedeniyle mikroorganizmalar
Uzerine antimikrobiyal ve antibiyofilm aktivite gosterdigi diisinilmektedir [12-18].
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Bu galismada probiyotik laktik asit bakterilerinin hilcresiz filtratlarinin L. monocytogenes, P. putida, P.
sututzeri, S. maltophilia, S. epidermidis biyofilmi Gzerine antibiyofilm aktivitesi arastirimistir.

2. Materyal ve Metot

Bakteriler

Probiyotik laktik asit bakterileri (LAB) Lactobacillus rhamnosus 1743, Lactobacillus plantarum 1771,
Lactobacillus rhamnosus 3111, Lactobacillus rhamnosus KA1, Lactobacillus rhamnosus 1724, ve test
bakterileri daha dnce yapilan ¢alismalarda géz ylzeyinden izole edilen ve stoklanan Pseudomonas
stutzeri CZPX 23, Pseudomonas putida CZPX 25-1, Listeria monocytogenes PCA 47
Stenotrophomonas maltophilia 25-1A, S.epidermidis PCA 4-1 Eskisehir Teknik Universitesi Fen
Fakiltesi Mikrobiyoloji biriminden saglanarak kullaniimigtir. Stoktan ¢ikarilan LAB Man, Rogosa, and
Sharpe (MRS) brotha ekilerek 35°C de %5 CO: iceren ortamda 24 saat inkiibe edildikten sonra MRS
agara ekilerek ayni kosullarda inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra koloni 6zellikleri incelenerek ve
Gram boyama yapilarak morfolojik 6zellikleri incelenerek safliklari kontrol edilmigtir. Test bakterileri ise
beyin kalp inflizyon (BHI) brothta ekilerek 37°C de 24 saat inklibe edilerek aktive edilmis daha sonra
BHI agara ekilerek 35°C de 24 saat inkube edilmis ve kiltirlere Gram boyama yapilarak mikroskobik
olarak safliklari kontrol edildikten sonra kullaniimistir.

Test bakterilerinin biyofilm aktivitesi mikrotitrasyon plaklarinda Stepanovic ve arkadaglarinin belirttikleri
yonteme gore belirlenmistir [19].

Hiicresiz Filtratin Hazirlanmasi

Laktik asit bakterileri MRS brotha ekilerek 35°C de %5 CO: igeren ortamda 48 saat sure ile inkiibe
edilmistir. Daha sonra kiiltirler 15dk +4 derecede 10000 rpm de santrifij edilerek Gst kisimdaki
filtratlarin pH’s1 5.5 ‘a ayarlanmistir. Her bir hiicresiz filtrat 22um’lik filtreden gegirilerek kullaniimistir.

Hucresiz Filtratlarin Antibakteriyel ve Antibiyofilm Aktivitesi

Hucresiz filtratlarin  antibakteriyel aktivitesi agar difiuzyon yontemi ile beliflenmistir. Test
mikroorganizmalari BHI broth icerisinde 35°C'de 24 saat inkiibe edilerek aktive edilmistir. Steril Petri
plaklarina aktif test mikroorganizmalarindan 10® kob/mL olacak sekilde aktarilarak tzerlerine 20 ml 45
°C’ye kadar sogutulmus nutrient agar besiyeri konularak karistiriimis ve agar donduktan sonra agarda
0,8 cm c¢apinda steril mantar delici ile gukurlar agilmistir. Daha sonra ¢ukurlarin dipleri ince bir agar
tabakasi ile kaplanmistir. Her kuyucuga 80 pl hicresiz filtrati aktarilarak 37°C’de 24 saat inklbe
edilerek degerlendirilmistir [20].

Laktik asit bakterilerinin hicresiz filtratinin antibiyofilm aktivitesi icin test bakterileri TSB icerisine
ekilerek 18 saat 35°C’de inklibe edilmistir. Bu kiltirlerden 10 pL (108 kob/ml) ¢ok kuyucuklu ELISA
plaginin kuyucuklarina dagitildi. Uzerine %2 glikoz iceren 140 yL TSB aktarildi. Daha sonra 50 pL
laktik asit bakterilerinin filtratlarindan ilave edildi ve 35°C'de 48 saat inkibe edildi. Bir grup kuyucugu
da kontrol olarak test bakterileri ve TSB eklendi. inkiibasyondan sonra, plakalar bosaltildi ve her bir
kuyucuk, steril fizyolojik tuzlu su ile 3 kez yikandi. Kuyucuklar, 15 dakika 200uL %99 metanol ile
muamele edildi. Bu sure sonunda kuyucuklar bosaltilarak kurumaya birakildi. Daha sonra her bir
kuyucuk, 5 dakika boyunca 200 pL %2 kristal viyole ile boyandi. Bu siire sona erdiginde kuyucuklar
distile su ile yikandi ve kurutuldu. Kurutmadan sonra, kuyucuklara160uL %33 glasiyal asetik asit ilave
edildi ve 570 nm'de spektrofotometrik olarak degerlendirildi. Optik yogunluga (OD) goére biyofilm
olusumu degerlendirildi. Test iki paralel halinde gergeklestiriimistir. Yizde biyofilm giderimi hesaplandi.

- L ODBlank — ODDeney
% Biyofilm giderim = ODBlank x100
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3. Bulgular

Test bakterilerimiz L. monocytogenes PCA 47 ve P. stutzeri CZPX 23 yuksek, S. maltophilia 25-1A ve
S. epidermidis 4-1 orta, P. putida CZPX 25-1 zayif biyofilm olusturan izolatlardi.

Hucresiz filtratlar antibakteriyel etkinlik géstermemistir ancak bakterilerin biyofilm olusumunu degdisen
oranlarda engellemistir (Tablo 1). Probiyotik laktik asit bakterilerinin hlcresiz filtratlari géz ylizeyinden
izole edilen bakterilerin invivo olarak biyofilm olusumunu %98,69-%4,88 oranlarinda inhibe etmistir. En
direncli bakteri S. epidermidis 4-1 olmustur. L. rhamnosus 1743 ve L. rhamnosus 1724’e ait hiicresiz
filtratlan S. epidermidis 4-1’in biyofilm olusumunun artmasina neden olmustur. Laktik asit bakterilerin
hepsinin filtratlan P. stutzeri CZPX 23 biyofilmini %50’nin Gzerinde inhibe etmistir. P. putida CZPX 25-
1 biyofilmi L. rhamnosus 3111 ve L. rhamnosus 312 haricinde %50 Uzerinde inhibisyon saglanmistir.
L. monocytogenes PCA 47 biyofilmini L. plantarum 1771 ve L. rhamnosus KA1 filtratlari sirasi ile
%82,88 ve 91,78 oraninda inhibe etmistir. L. rhamnosus KA1 filtrati S. maltophilia 25-1A %95,95
oraninda inhibe etmisgtir.

Tablo 1: Probiyotik laktik asit bakterilerinin hlcresiz filtratlarinin antibiyofilm aktivitesi

Test bakterilerinin biyofilmlerinin yiizde giderimi (%)

P. stutzeri P. putida S. maltophilia L. monocytogenes  S. epidermidis Ortalama
CZPX 23 CZPX 25-1 25-1A PCA 47 4-1
L. rhamnosus 76,35 77,93 68,32 21,73 -8,58 47,15
1743

L. plantarum 82,06 81,17 82,30 82,88 49,32 75,55
_ 1771
5
E L. rhamnosus 98,69 7,69 41,73 44,71 79,05 54,37
= 3111
N
2]
g L. rhamnosus 80,68 82,83 95,95 91,78 80,52 86,35
2 KAl
£
3 L. rhamnosus 83,08 67,15 9,93 37,29 -6,58 38,17
I 1724
=
©
i L. rhamnosus 58,89 16,33 19,12 63,68 4,88 32,52
5 312
>
Q
E Ortalama 79,96 55,51 52,89 57,01 33,10

Not: Negatif deger biyofilm Uretiminin tetiklendigini géstermektedir.

L. rhamnosus KA1 filtrati test edilen tim bakterilerin biyofilmlerini en fazla azaltan filtrat olmustur.
Laktik asit bakterilerinin filtratlarinin biyofilmi en ¢ok azalttiklar test bakterisi P. stutzeri CZPX 23
olarak tespit edilmigtir.

4. Tartigsma ve Sonug

Bakterilerin biyofilm olusturmasi antibiyotik direncine neden olarak bazi terapétik segenekleri etkisiz
hale getirebilir. Bu durum ise uygun bir tedavi seciminde zorluklara neden olabilir. Biyofilmin yasi ve
matriks bilesimi antibiyotik direng seviyesini etkilediginden, biyofilm duyarliik testleri 6nem
tasimaktadir. Bir monokiiltirde veya diger tirlerle birlikte biyofiimlerin olusumu, enfeksiyonlarin
etyopatogenezi icin énem tasimaktadir. Biyofilm icindeki mikroorganizmalar hem fagositoza hem de
antibiyotiklere karsi artan direng gostermektedir [2,21].

Laktik asit bakterilerine ait hicresiz filtratlar galismada kullandigimiz test bakterilerine karsi
antibakteriyel aktivite gdstermemistir. Bulgularimizin aksine vyapilan c¢alismalarda laktik asit
bakterilerinin hiicresiz filtratlarinin bakterilere kargi antimikrobiyel aktivite gosterdigi bildirilmistir [22-
24]. Forestier ve arkadaslari (ark.) [23] Lactobacillus casei rhamnosus hicresiz filtratinin K.
pneumoniae, Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Enferococcus faecalis’in blyimesini
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engelledigini rapor etmislerdir., Muhammad ve ark. [24], L. plantarum’un hicresiz filtratinin L.
monocytogens, Staphylococcus aureus ve Salmonella typhimurium’a karsi antimikrobiyel aktivite
gosterdigini bildirmiglerdir. El-Mokhtar ve ark. [22], L. plantarum izolatlarina ait hiicresiz filtratlarin
¢ogunun L. monocytogenes Uzerine inhibe edici etkisi varken bir izolatin etkisinin olmadigini
bildirmiglerdir. Yine test edilen L. plantarum izolatlarinin yarisina ait hicresiz filtratlarin S. aureus’u
inhibe etmedigini bildirmislerdir. Arastiricilar antimikrobiyal aktivitenin asitlik ile iligkili oldugunu ileri
sirmuglerdir. Calismamiza benzer olarak L. acidophilus hicresiz filtratinin klinik P. aeruginosa
izolatlarinin buyimesini engelleyemedigi bildiriimistir. Arastiricilar bunun hicresiz filtrat iginde bulunan
antimikrobiyel maddelere P. aeruginosa'nin direncini gdstermiglerdir [25] Laktik asit bakterilerinin
antimikrobiyel aktivitesi organik asitler, yag asitleri, hidrojen peroksit, antimikrobiyal peptitler ve
bakteriyosinlerin Uretimi gibi farkli mekanizmalar yoluyla olmaktadir [12-18,24,26] Bulgularin farklihgi
test patojenlerinin farkli kaynaklardan izole edilmis olmasindan kaynaklanabilecedi gibi kullanilan
filtratin yodunlugundan da kaynaklaniyor olabilir.

Laktik asit bakterilerinin hlcresiz filtratlarinin antibiyofilm etkileri son dénemde yapilan ¢alismalarda
gOsterilmistir [27,28]. Fermente palmiye o6zitinden elde edilen Lactobacillus brevis’in hicresiz
filtratinin hem A. baumanii hem E. coli’'nin olusturdugu biofilm Uzerine yuksek inhibitér etkisi oldugu
gorulmustdr [27]. Avokado ve salataliktan izole edilen L. monocytogenes suglarina kargl fermente
misir gevreginden izole edilen Lactobacillus brevis ve hazir L. acidophilus ve Lacticaseibacillus
rhamnosus suslari kullaniimistir. Hicresiz filtratin varhiginin, bu suslarin biyofilm olusum yeteneklerini
azalttigi ve o6nceden olusturulmus biyofilmlerinin bUtunliglinid bozdugu tespit edilmistir [28]. Son
dénemde yapilan bu ¢alismalarda ¢ogunlukla bitkisel kaynakli bakteriler kullanilimistir.

Bizim calismamizda test bakterisi olarak P. stutzeri CZPX 23, P. putida CZPX 25-1, S. maltophilia 25-
1A, S. epidermidis 4-1 ve L. monocytogenes PCA 47 bakterileri kullaniimigtir. Pseudomonas spp. ince,
cubuk seklinde, spor olusturmayan Gram negatif basillerdir. P. stutzeri bir, P. putida bir veya daha
fazla polar flagella nedeniyle hareketli bakterilerdir. Test bakterilerinden P. putida 25-1 dusuk biyofilm
olusturmaktadir. P. putida CZPX 25-1’in biyofilmine karsi en yiksek etki gosteren hicresiz filtrat %83
inhibisyon orani ile L. rhamnosus KA1’e aitti. Yapilan bir galismada P. putida logaritmik biyume fazina
girdikten sonra, uygulanan tetrasiklinin P. putida’nin biyofilm olusumunu doza bagimli olarak gugli bir
sekilde uyardigi gosterilmistir. Tetrasiklin stresine yanit olarak, P. putida’nin biyofilm ile ilgili genlerinin
(lapa) ekspresyon seviyesinin modile oldugu belirlenmistir. Buna bagh olarak hicrenin yapisma
kabiliyetinin arttigi ve sonugta daha saglam bir biyofilm olustugu gézlenmistir. Biyofilm icindeki bakteri
populasyonu bu kosullarda antibiyotikten etkilenmeden hayatta kalmistir. Antibiyotiklerin, biyofilm
olusumu Uzerinde daha glglu bir indUkleyici etki yaptigi rapor edilmistir [29,30]. Bu durum igin
biyofilmlerin inhibisyonu igin alternatif bir yol olarak probiyotik laktik asit bakterileri yararl olabilir. L.
plantarum 1771 ve L. rhamnosus KA1’e ait hlcresiz filtralar bu konuda Umit vaat etmektedir. Ding ve
arkadaslari P. stutzeri’ de, biyofilm olusumunun hiicre digi protein miktari ile ylksek pozitif korelasyon
gosterdigini bildirmislerdir [31]. Bir baska calismada ise ylksek tuz, asidite ve ylksek isiI gibi stres
faktorlerinin P. stutzeri’nin biofilm olusturma etkisini indikledigini tespit etmislerdir [32]. Calismamizda
LAB hdcresiz filtratlarinin en etkili oldugu test bakterisi P. stutzeri CZPX 23 idi. L. rhamnosus 3111’in
hicresiz filtrati P. stutzeri CZPX 23’Un olusturdugu biyofilmi %99 oraninda inhibe etmistir. Benzer
olarak yapilan bir calismada El-Mokhtar ve ark., laktobasillus izolatlarina ait hucresiz filtratlarin P
aeruginosa'nin biyofilm olusumunda hicresiz filtrat dozuna bagl olarak bir azalma gozlemlediklerini
bildirmiglerdir. Ayrica, 24 saatlik biyofilmlere hicresiz filtrat ilavesinde olusan biyofilmin %41 oraninda
bozuldugunu saptamiglardir [22]. Razaei ve ark., lahana tursusundan elde ettikleri Lacticaseibacillus
rhamnosus ve Lactiplantibacillus plantarum suslarinin hiicresiz filtratlarini yiyecek patojeni olan P.
aeruginosa’nin biyofilm olusturma Uzerine etkilerine bakmiglardir. Genel olarak hicresiz filtrat etkisi
altinda kontrol grubuna goére ¢ok daha zayif bir biyofilm gelistigi tespit edilmistir. L. rhamnosus'un P.
aeruginosa biyofilminin olusumu Uzerinde 6nemli bir inhibitor etkisi oldugunu saptamislardir [33].
Jeyenatan ve ark., ortopedik implantlar Uzerinde gelisen P. aeruginosa biofilmine L. acidophilus, L.
plantarum ve Lactobacillus fermentum hiicresiz filtratlarinin etkisini arastirmislardir. Hicresiz filtratlarin
P. aeruginosa’ya karsi yapisma 0Onleyici, anti-biyofilm ve toksik etkileri gérilmustir [34].

Calismamizdaki bir baska test bakterisi ise S. maltophilia 25-1A’dir. S. maltophilia, fermentatif
olmayan, gram negatif bir basildir. Farkh ylzeylere tutunarak biyofilm olusturabilmektedir [35-40]. S.
maltophilia, 6énemli bir firsat¢i okiler patojen olarak ortaya g¢ikmaktadir. Bu organizmanin neden
oldugu enfeksiyonlarin gogu, okiiler bozuklugu olan hastalarda meydana gelir ve karakteristik olarak
S. maltophilia’nin direngli antibiyogrami, tedavi segeneklerini sinirlar. Keratit, konjonktivit gibi okiler
enfeksiyonlar ve katarakt cerrahisi sonrasi endoftalmiye neden olan mikroorganizmalardan biri olan S.
maltophilia kullanilan birgok antibiyotige igsel direng gostermekie ve bu nedenle tedavide bazi
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sikintilar ortaya gikarmaktadir [37-39]. S. maltophilia B-laktamazlar ve diger proteolitik, inaktive edici
proteolitik enzimler Uretir. DNAse, RNAse, elastaz, lipaz, hiyaluronidaz, misinaz ve hemolizin gibi
hicre digi enzimler ile antibiyotikleri etkisiz hale getirir. Ayni zamanda dis membran gegirgenliginde
meydana gelen degisiklikler ve antibiyotikler tarafindan hedeflenen yapilarin modifikasyonu nedeniyle
uygulanan antibiyotikler S. maltophilia’nin inhibisyonunda etkisiz kalmaktadir [35]. Biyofilm icindeki S.
maltophilia‘nin test edilen bir ¢gok antibiyotige duyarhliginin blylk dlglide azaldidi ortaya konmustur.
Ancak levofloksasinin S. maltophilia biyofilm olusumunu inhibe ettigini elektron mikroskobu ile
gOsterilmistir [36]. Calismada test edilen probiyotik laktik asit bakterilerine ait hicresiz filtratlarin S.
maltophilia biyofilmi Gzerine farkli oranlarda inhibe edici etki gosterdikleri belirlendi. L. plantarum 1771
S.maltophilia biyofilmini % 82 oraninda giderirken L. rhamnosus KAL filtrati biyofilmi %96 oraninda
inhibe etmistir. Antibiyotiklere direng gosteren S. maltophilia biyofilminin probiyotik laktik asit bakterileri
ile inhibe olmasi 6nem tasimaktadir. Bu bulgular laktik asit bakteri filtratlarinin S.maltophilia
biyofilminin inhibisyonu ile ilgili ilk bulgulardan biridir.

S. epidermidis 4-1 de calismadaki test bakterilerindendir. S.epidermidis, koagllaz negatif, gram pozitif
kok seklindeki bakterilerdir. S. epidermidis, endoftalmide izole edilen en yaygin patojenlerden biridir.
intraokiiler lenslerden izole edilen S. epidermidis’in biyofilm olusturma potansiyeline sahip oldugu ve
antibiyotiklere de diren¢ gosterdigi vurgulanmistir [2,41,42]. Bu ¢alismada L. rhamnosus 1743 ve L.
rhamnosus 1724’e ait hicresiz filtratlar S. epidermidis 4-1 biyofilminin artmasina neden olmustur.
Buna karsin L. rhamnosus 3111 filtrati %79, L. rhamnosus KA1 %81 oraninda biyofilmi inhibe etmistir.
Frickman ve arkadaglarinin yaptiklari ¢calismada L. rhamnosus hicresiz filtratinin S. epidermidis ve S.
aureus’un biofilmleri Uzerine etkisi izlenmigtir. Bizim calismamiza benzer sekilde L. rhamnosus
hicresiz filtrati S. epidermidis planktonik hticre kulttrleri Gzerinde kullanildiginda, etkili bulunmamigtir.
S. aureus’a karsl ancak hucresiz filtrat miktari 15 katina c¢ikartildiginda pozitif kontrol degerlerinin
altina inmig olarak bulunmustur; S. epidermidis icin tim dozlarda pozitif kontrol ile ya benzer ya da
Uzerinde sonu¢ bulunmustur. Buna karsilik biyofilm Uzerine etkisine bakildiginda, L. rhamnosus
hicresiz filtratinin kullaniimasi, pozitif kontrole kiyasla biyofilmin hem S. aureus icin hem de S.
epidermidis igin biyofilm buylmesinin azalmasina neden oldugu tespit edilmis ancak farkli hiicresiz
filtrat konsantrasyonlari icin degisken ve hatta celigkili etkiler gézlemlenmistir [43].

Calismamizdaki son test bakterisi L. monocytogenes’dir. L. monocytogenes gram pozitif bir bakteridir.
L. monocytogenes enfeksiyonunun en yaygin okuler sekli konjonktivittir. Listeria ile iliskili konjonktivit,
menenjitli hastalarda endojen veya eksojen olabilmektedir. insanlarda listeria ile iligkili keratit ve
endoftalmi vakalari da bildirilmistir. insanda listeria iliskili endoftalmi, karakteristik bir pigmentli
hipopiyon ve ylksek goz ici basinci ile iligkilendirilmistir [44, 45]. L. monocytogenes PCA 47 yiksek
biyofilm olusturan bir bakteridir. L. plantarum 1771, L. rhamnosus KA1l ve L. rhamnosus 312’ye ait
filtratlar sirasiyla %83, %92 ve %64 oranlarinda biyofilmi inhibe etmistir. Calismamiza benzer olarak,
Hossain ve ark. [46], LAB suslari ile birlikte kultirlendiginde L. monocytogenes tarafindan biyofilm
olusumunun baskilandigini géstermistir. Camargo ve ark. [12], L. monocytogenes’in biyofilm
olusumunu Onlemek igin laktik asit bakterilerinin hucresiz filtratlarini  kullanmiglardir. Beraber
verildiginde biyofilm olusumunu engelleyen hicresiz filtratin olusmus biyofiime etkisiz oldugu
gorulmustir. EDTA ile etkinligin artabilecegi ileri surilmuistir. L. acidophilus, Lactiplantibacillus
plantarum ve Lacticaseibacillus rhamnosus suslarinin hicresiz filtratlarinin L. monocytogenes
izolatlarinin biyofilm olusumunu azalttigini ve olgun biyofilmlerini dagittigi belirlenmistir. Arastiricilar,
hiicresiz filtrat varliginda L. monocytogenes'’te biyofilm dizenleyici faktor A (prfA) gen ekspresyonunun
o6nemli dlgude azaldigini ortaya koymuslardir [28].

Laktik asit bakterilerinin hiicresiz filtratlarinin nasil etki ettikleri incelendigi ¢alismalar laktik asit bakteri
filtratlarn icinde bulunan bakteriyosin veya bakteriyosin benzeri maddelerin antibiyofiim aktivite
gOstermis olabilecegi lzerinde durmuslardir [12-18]. Bakteriyosin Ureten L. curvatus ET31in hiicresiz
filtratt G¢ L. monocytogenes susunun biyofilmlerini inhibisyonu agisindan degerlendirilmistir. L.
curvatus ET31'in hicresiz filtrati biyofilm olusumunu engellemis ancak olusmus biyofilm lzerine etkisiz
kalmistir [12]. Laktik asit bakterilerilerinin antibiyofilm aktivitesi bu bakteriler tarafinda olusturulan
biyosirfektanlar ile de ilgili olabilir. Laktik asit bakterileri tarafindan sentezlenen biyosufektanlar
antibiyofilm aktivitesi gosterebilir [13]. L. jensenii ve L. rhamnosus hiicre yiizeylerinden izole edilen
biyosirfaktanlar, 25 ila 100 mg/ml arasindaki konsantrasyonlarda uygulandiginda, yaralarda, tibbi
implantlarda ve endustriyel ylzeylerde siklikla biyofilm olusturan goklu antibiyotik direngliligine sahip
E. coli, S. aureus ve A. baumannii'nin suslarina karsi antibakteriyel, anti-adeziv ve anti-biyofilm aktivite
gOstermistir. A. baumannii hiicre zarina ve S. aureus hiicre duvarina zarar verdigini ortaya ¢ikarmistir.
S.aureus’a karsi antiadeziv aktivite gostermistir [14]. Iki Lactobacillus casei susunun hiicre
yuzeylerinden izole edilen ham biyosurfaktanlar, oral firsatgi S. aureus suslarina karsi gigli yapisma
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Onleyici ve biyofilm 6nleyici maddeler olarak rapor edilmistir [15]. Lactiplantibacillus plantarum’a ait
biyosiirfaktan P. aeruginosa biyofilmini doza bagl olarak inhibe etmistir. Arastiricilar biyosirfektanin
anti-Quorum sensing (Cekirdek algilama) aktivitesi gosterdigini ayrica piyosiyanin, toplam proteaz,
LasA ve LasB elastazda azalmaya neden oldugunu saptamislardir. Cekirdek algilama (QS, quorum
sensing ), virllans faktorleri de dahil olmak Uzere bakterilerdeki gesitli biyolojik 6zelliklerin ifadesini
kontrol etmektedir. QS sistemini etkileyen bilegikler, bakteriyel biyofilmi dnlemek icin potansiyel bir
strateji olarak kabul edilmektedir [47]. Bakteriyosinler, farkli pH konsantrasyonlarinda stabildir ve
bazilar biyofilmleri yok etme yetenekleriyle ilgili olan farkl biyolojik ve fiziko-kimyasal ©zelliklere
sahiptir [16]. Laktik asit bakterilerinin etkisinin nedenlerinden biri de metabolik atik olarak hidrojen
peroksit veya organik asitler Uretmeleri ve maddelerin biyofiimde bulylyen hicreleri gevreleyen
ortamin pH'sinda bir degisiklige neden olarak etkili olmasidir [17]. Ancak bazi kosullarda
calismamizda S. epidermidis 4-1’de goruldigl gibi laktik asit bakteri metabolit Grininden
faydalanabilir veya ondan etkilenmeyebilir [18].

Sonug olarak probiyotik laktik asit bakterilerinin hiicresiz filtratlari biyofilmin dnlenmesinde alternatif
maddeler olarak gorev alabilirler. Ancak biyofilmi olusturan bakterilerin 6zelligine gore etkili olabilecek
laktik asit bakterisi degisiklik gosterebilmektedir. Genis spekturumlu antibiyofilm olarak kullanilabilecek
hicresiz LAB filtratlarinin tespiti ve test edilmesi icin ileri calismalara ihtiyag vardir.

Etik Beyani

Bu calismada, “Yiiksekbgretim Kurumlari Bilimsel Aragtirma ve Yayin Etigi Yénergesi” kapsaminda
uyulmasi gerekli tim kurallara uyuldugunu, bahsi gecen ybdnergenin “Bilimsel Arastirma ve Yayin
Etigine Aykiri Eylemler” bagsligi altinda belirtilen eylemlerden higbirinin gerceklestirimedigini taahhiit
ederiz.
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