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GiRiS

Antibiyotik direncliligi guinumuzun 6nemli problemlerinden biridir. Bu nedenle alternatif
yontemler aranmaya baslanmistir. Yapilan calismalar yararli bakterilerin birgok
hastaligin dnlenmesinde ve tedavisinde olanak saglayabilecegi fikrini dogurmustur.
Saglikli bir mikrobiyotayi yeniden olusturmak fikri gelismis ve buna bagli olarak yeni
tedavi ve profilaksi yollari aranmaya baslanmistir.(1) Bu yollarin basinda da
probiyotiklerin kullanimi gelmektedir. Probiyotiklerin icerisinde yer alan en onemli
bakteriler laktik asit bakterileridir.(2,3) Laktik asit bakterileri cok uzun yillardan beri
cesitli gidalarin Uretilmesinde kullanilan yararl bakterilerdir ve insanlarda normal
mikrobiyotanin Uyeleri olarak genellikle sindirim ve Ureme sistemlerindeki diger bagka
mikrobiyal turlerle birlikte bulunurlar. (4,5) Laktik asit bakterilerinin metabolik
artnlerinden en 6nemlilerinden biri ekzopolisakkaritler (EPS)’dir. Ekzopolisakkaritler
genellikle polisakkaritlerin tim formu ile iligkili mikrobiyal hiicre duvarinin dis tarafinda
bulunurlar. Laktik asit bakteri EPS’lerinin antioksidan, bagisiklik duzenleyici, anti-

inflamatuar, anti-biyofilm ve anti-tumor etkilere sahip oldugu bilinmektedir.(6-8)



Antibiyotik direngliliginin en 6nemli sebeplerinden birisi ise bakterilerin biyofilm
olusturma kabiliyetleridir. (9-11) Biofilm patojen bakteriler tarafindan olusturulan ve
icerisine bakterilerin gdomuldugu bir yapidir ve 6nemli bir virtlans faktorudur. Biyofilm
icerisindeki bakteriler antimikrobiyal ajanlar, sicaklik, konakgiya ait fagositler, konakgi
oksijen radikalleri ve proteazlar gibi gesitli kogullara ve maddelere karsi direnglilik
geligtirirler.(9-13) Bu diren¢ dogustan gelen konukgu savunmalari ve biyofilm ile iligkili
bakterilere 6zgu ve geleneksel antimikrobiyal direngten farkli olan bir direnctir ve

bakterileri antimikrobiyal ajanlarindan korumaktadir.(14)

Probiyotiklerin goz hastaliklarinda kullanimina iliskin ¢alismalar sinirhdir. Bildigimiz
kadari ile bu galisma bu alanda literatlirdeki 6ncul galismalardandir. Bu calismamizda
gbzden izole edilen biofilm olusturdugu bilinen bakterilerin kendileri ve biofilmleri

uzerine degisik laktik asit bakterilerinin EPS’lerinin etkinligini inceledik.

MATERYAL ve METOT

Materyal

Test Mikroorganizmalari

Caligsmada kullanilan test mikroorganizmalarimiz insan goz yuzeyinden elde edilen
patojen mikroorganizmalar ve insan orijinli laktik asit bakterileridir (24, 311.a, 7.1, 11,
Ka1, 312,622 3111,621 kodlu), tum bakteriler daha o&nceki calismalarda g6z
yuzeyinden izole edilen ve saklanan patojen bakterilerdir; bu bakteriler Eskisehir

Teknik Universitesi Fen Fakiiltesinden temin edilerek galismalarda kullanildi (Tablo 1).



Tablo 1. G6z yluzeyinden elde edilen patojen bakteriler

Mikroorganizma kodu Mikroorganizma ismi
13/2 Bacillus cereus
20PCA Bacillus cereus
23PCA Bacillus pumilus
23CZPX Pseudomonas stutzeri
25-1CZPX Pseudomonas putida
47 PCA Listeria monocytogenes
8/2 PCA Brevibacillus agri
25-1 A Stenotrophomonas maltophilia,
35-1 PCA Bacillus spp.
4-1 PCA Staphylococcus epidermidis
24-1 Bacillus cereus
13/2 PCA Bacillus cereus
METOT

Mikroorganizmalarin Hazirlanmasi

Stoktan cikarilan patojen mikroorganizmalar BHI brotha, laktik asit bakterileri ise MRS
ve M17 brotha ekimi yapildi. Patojen bakteriler 37°C’de 24 saat, laktik asit bakterileri
ise 37°C’de 24-48 saat %10 CO:2 iceren ortamda inklbe edildi. Klltlrler gelistikten
sonra patojen bakteriler tekrar BHI agar ve kanh agara, laktik asit bakterileri ise MRS
agar ve M17 agara ekim yapilarak patojen bakteriler 37°C de 24 saat, laktik asit
bakterileri ise 37°C’de 24-48 saat %10 COz2igeren ortamda inkuibe edilerek ¢ogaltma

yapildi. Gelisen kolonilerin morfolojileri incelenerek ve daha sonra Gram boyama

yapilarak safliklari kontrol edildi.




Laktik Asit Bakterilerinin Tanimlanmasi

Bakterilerin molekuler tanilanmasi 16S rRNA gen bdlgesinin dizi bilgisine gore
yapiimigtir.  Bakterilerin  genomik  DNA  izolasyonu vyapildiktan  sonra
27F:5AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’; 1492R:5 -
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3 primerler kullanilarak16S rRNA gen bolgesi icin
PCR kuruldu.(15) Elde edilen PCR urunleri saflastiriidiktan sonra Macrogen Europe
sirketine dizi analizi yaptiriimigtir. Dizi analizi sonucu elde edilen 16S rRNA gen dizileri
BioEdit programi kullanilarak duzenlenmistir. 27F ve 1492R primerleri ile okunan
diziler birlestirilmistir ve National Center for Biotechnology (NCBI) web sitesinde
bulunan GenBank veritabanindaki diger 16S rRNA dizileriyle BLAST programi
kullanilarak karsilastirilmistir. izolatlarin tiir diizeyinde tanilamasi yiizde benzerlik

oraniyla belirlenmistir.

Laktik Asit Bakteri ve Supernatantlarinin Antimikrobiyal Aktivitesi

Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal aktivitesi sandvi¢ overlay yontemi ve kuyucuk

yontemi ile belirlendi.

Sandvig overlay yontemi ile antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi: Bunun igin MRS
agar petrilere 20 ml olacak sekilde dagitildi. Agar katilastiktan sonra 18-24 saatlik laktik
asit bakterileri klturlerinden 10pl ekim yapildi ve 24-48 saat 37°C de %10 COzigeren
ortamda inklbe edildi. Bu sure sonunda Uzerine icerisinde patojen bakteri sayisi
mililitrede 10° kob olacak sekilde hazirlanan 7ml BHI yumusak agar dokilerek petri
kutusundaki gelisen kulturlerin Gzerine yayildi. Hazirlanan petri kutulari 37°C’de 24
saat inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra olusan zon ¢aplari degerlendirildi. Calismalar

Gift parallel olarak yuratulda.(16)

Kuyucuk yontemi ile antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi: Laktik asit bakterileri MRS
broth besiyerinde 24-48 saat 37°C’de %10 CO:ziceren ortamda inklbe edildi. Daha
sonra kulturler 4°C, 11.000 x g’de 30 dakika santrifuj edildi. Santriflij sonunda olusan
supernatant baska bir tipe alinip, pH 5,6’ya ayarlandi. 20ml Muller Hilton broth igine
108 kob/ml olacak sekilde patojen bakterinin 18-24 saatlik kiltiirinden ilave edildikten



sonra petriye dokuldu ve besiyeri katilastiktan sonra 8mm ¢apindaki mantar delici ile
kuyucuklar agildi. Kuyucuklarin dip kismina birer damla agar dokuldukten sonra daha
Oonce hazirlanan hucresiz filtratlardan 100yl aktarilarak 15 dakika oda sicakliginda
beklendikten sonra 24saat 37°C de inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda olusan zon

caplari élguldt. Calismalar cift parallel olarak yurataldu.

Laktik Asit Bakterilerinden Ekzopolisakkarit Eldesi

Laktik asit bakterileri MRS brothta 24-48 saat sure 35°C’de %10 CO:
kosullarinda inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan sonra kiiltiirler 6000 rpm’de
+4 °C'de 20 dakika santriflij edilerek Ustte olusan sivi farkh bir tipe aktarildi. Tapln
uzerine %20 trikloroasetik asit ilave edilerek +4 °C' de bir gece birakildi. Bu sure
sonunda O&rnekler 10000 rpm'de +4 °C'de 30 dakika sureyle santrifuj edildi.
Santrifijden sonra Ust kisimda olusan sivi alinarak bir bagka tlpe aktarildi ve sivinin
Uzerine sogutulmus bir hacim etanol eklenerek -20 °C'de bir gece birakildi. Daha sonra
ornekler 10000 rpm' de +4 °C' de 30 dakika sureyle santrifuj edildi. Santrifljden sonra

ust kisimda olusan sivi kisim dokuldu ve altta olusan pelet Gzerine sicak distile su

ilave edilerek pelet ¢ozundurulerek ¢alismalarda kullanildi (Sekil 1).

Sekil 1. Laltik asit bakterilerinden EPS’nin elde edilmesi

Ekzopolisakkaritin Antibakteriyal Aktivitesinin Belirlenmesi



Hazirlanan ekzoplisakkaritlerin minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri

mikrotitrasyon yontemi ile belirlendi.
Ekzopolisakkaritlerin Antibiyofilm Aktivitesinin Belirlenmesi

Ekzopolisakkaritlerin antibiyofilm aktivitesi mikrotitrasyon yéntemi ile belirlendi. Laktik
asit bakterilerilerine ait hazirlanan EPS solUsyonlari 110 derecede 10 dakika otoklavda
steril edilerek kullanildi. Patojen test bakterileri BHI broth besiyerine ekilerek 37°C’de
24 saat inkube edildi. Daha sonra %?2 glikoz igeren triptik soy brotha (TSB) aktarilarak
yogunlugu McFarland 1’e gére ayarlandi ve buradan mikrotitrasyon plagina 100ul ekim
yapildi. Uzerine iginde 20mg/ml EPS bulunan soliisyondan 100yl aktarilarak 37°C’de
24 saat inklibasyondan sonra biyofilm tayini yapildi (Sekil 2).

Sekil 2. Elde edilen EPS lerin MIK degerlerinin belirlenmesi

Biyofilmin Belirlenmesi

Patojen bakterilerin inkubasyon sureleri sonunda plaklar Elisa okuyucuda 490nm de
okunarak degerlendirildi. Sonra mikrotitrasyon plaklari bosaltilarak steril fizyolojik tuzlu
(FTS) su ile Uger defa yikandi, bdylece planktonik bakterilerin uzaklasmasi ve plak
duvarina biyofilm sayesinde tutunan bakterilerin kalmasi saglandi. Plaklar kuruduktan
sonra, kuyucuklar 200 pl %96’lik metanol ile 5 dakika muamele edildi ve bdylece
biyofilm olusturan bakterilerin fiksasyonu saglandi. Daha sonra metanol bosaltildi ve
plaklar kurutuldu. Kuyucuklara 200 ul %7’lik kristal viyole eklendi, 5 dakika oda
sicakhginda inktbe edildi (Sekil 3). Boya nazikge yikandiktan sonra 200 ul %33’luk



asetik asit eklenerek 570 nm’de optik yogunluk olguldid. Negatif kontrol olarak bakteri

eklenmemis besiyeri kullanildi.(17,18) Calisma c¢ift paralel olarak yapildi.

Sekil 3. Mikrotitrasyon ydntemi ile biyofilmin belirlenmesi

Tarayici elektron mikroskobu (TEM) igin Orneklerin Hazirlanmasi ve Gériintii

Alinmasi

Ornekler 0.1 M cacodylate tampon ile yikandiktan sonra %2,5'lik glutaraldehit ile oda
sicakliginda 1-1,5 saat fikse edildi. Fiksasyon igleminden sonra drnekler cacodylate
tampon ile tekrar yikandi. %1’lik OsO4 ile 1 saat post-fiksasyon yapildi. Cacodylate
tampon ile 2-3 kez tekrar yikandi. %30’luk, %50’lik, %70’lik, %90’k ve %100’lik alkol
serileri ile dehidrasyon iglemi yapilip ve bu iglem iki kez tekrarlandi. Alkol serilerinden
sonra hemen Critical Point Dryer'da kurutma islemi yapildi. Daha sonra 6rnekler 40

mA’de 1 dakika altin ile kaplandi ve TEM’de incelendi.

Istatistik Analizi

Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolomogorov Simirnov testi ile
incelenmistir. Probiyotik bakterilerin EPS’lerinin biofilm Gzerine etkisine bakilirken optik
dansite degerlerinin ortalama ve standart sapmalari tanimlayici istatistik ydontemleri ile
yapildi. Ortalamalarin birbirleri ve kontrol grubu ile karsilagstirmalarinda Oneway-Anova
ve Tukey tetleri kullaniimistir. Analizlerde, p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi. Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, veriler, SPSS ( IBM Corp.



Released 2015. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 23.0. Armonk, NY: IBM

Corp.) paket programi kullanilarak degerlendirildi.

BULGULAR

insan orijinli laktik asit bakterileri 16S rRNA gen bélgesine gdre tanimlamalar ve erisim
numaralari Tablo 2 de verildi. Segilen izolatlardan 6 tanesi Lactobacillus rhamnosus,

biri Lactobacillus acidophilus biri L. brevis ve biri de L. plantarum olarak belirlendi.

Tablo 2. Laktik asit bakteri izolatlarinin turleri ve GenBank erisim numaralari

Bakteri kodu Bakteri ismi Erisim No
24 L. rhamnosus KM513646.1
311 L. brevis CP021674
71 L. plantarum MKO027021
11 L. acidophilus CP010432
Ka1 L. rhamnosus LT220504.1
321 L. rhamnosus KM513646.1
622 L. rhamnosus LT220504.1
3111 L.rhamnosus KM513646.1
621 L. rhamnosus KP090128.1

Laktik asit bakterilerinin gerek kendileri gerekse filtratlarinin patojen test bakterilerine
degisen oranlarda antibakteriyal aktivite gosterdigi tespit edildi. Antimikrobiyal

aktiviteye sahip oldugu belirlendi (Sekil 4 ).



Sekil 4. Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal etkisi; A.Sandvic overlay yontemi B.
Kuyucuk yontemi

EPS’nin Antimikrobiyal Aktivitesi

Farkli laktik asit bakterilerine ait ekstrapolisakkaritlerin patojen bakteriler Uzerine olan
MIK degerleri hesaplandi. Bu MiK degerleri Tablo 3'de verildi. Bu degerler 9,0mg/mL
ile 0,438mg/mL arasinda dedismekteydi. S. epidermidis ‘e karsi en etkili
ekzopolisakkaritin L.plantarum’a ait olan ekzopolisakkarit oldugu tespit edildi. B.
cereus’a karsi en etkili EPS L. rahamnosus 24’e ait EPS iken bunu L.plantarum’a ve
L. acidophilus’a ait olan EPS’ler takip etti. (Sekil 5).

Sekil 5. Ekzopolisakkaritlerin MiK degerlerinin belirlenmesi



Tablo 3. Laktik asit bakterilerine ait ekzopolisakkaritlerin patojen bakteriler tizerine MiK (mg/mL) degerleri

Minimum inhibitor konsantrasyon (mg/mL)
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B.cereus13/2 - 5,000 | 4,500 | 6,750 | 5,750 | 6,500 | 7,000 | 8,250 | 6,750
B.cereus20PCA - 2,500 | 9,000 | 3,375 | 5,750 | 6,500 | 7,000 | 4,125 | 3,375
B. pumilus 23PCA 3,625 | 5,000 | 9,000 | 3,375 | 1,438 | 6,500 | 1,750 | 4,125 | 3,375
P.stutzeri 23CZPX - 5,000 | 9,000 | 6,750 | 5,750 | 6,500 | 7,000 | 8,250 | 1,688
P.putida 25-1CZPX 7,250 | 5,000 | 4,500 | 3,375 | 5,750 | 6,500 | 7,000 | 4,125 | 6,750
L.monocytogenes47 PCA | 3,625 | 5,000 | 2,250 | 1,688 | 1,438 | 6,500 | 1,750 | 2,063 | 3,375
B.agri 8/2PCA - 5,000 | 4,500 | 6,750 | 5,750 | 6,500 | 7,000 | 8,250 | 6,750
S.maltophila25-1 A - 2,500 | 9,000 | 6,750 | 5,750 | 6,500 | 7,000 | 4,125 | 3,375
Bacillus spp. 35-1 PCA 7,250 | 2,500 | 4,500 | 3,375 | 1,438 | 6,500 | 1,750 | 4,125 | 6,750
S.epidermidis4-1 PCA 7,250 | 2,500 | 4,500 | 3,375 | 1,438 | 6,500 | 0,438 | 8,250 | 6,750
B.cereus24-1 7,250 | 1,250 | 9,000 | 1,688 | 0,719 | 6,500 | 0,875 | 8,250 | 3,375
B.cereus 13/2 PCA 7,250 | - 9,000 | 1,688 | 1,438 | 6,500 | 1,750 | 8,250 | 3,375




Hesaplanan MiK degerlerinde uygulanan ekzopolisakkaritler patojen test bakterilerinin
biyofilm olusturmasini farkli oranlarda inhibe etti. Tum bakterilerin Urettigi biofilmlerin
uzerine ortalama etkilerine baktigimiz zaman L rhamnosus 321 ve L. rhamnosus
3111’in optik daniste olgumleri kontrol grubundan istatistiksel anlaml olarak farkl
bulunmadi ( sirasi ile p= 0,177 ve p=1,000 Oneway-Anova). Diger probiyotik
bakterilerin ortalama optik dansite olguimleri kontrol grubundan istatistiksel anlamli
olarak disuk bulundu. (Tablo 4). Bazi probiyotik bakterilerin bazi patojen bakterilerde
biyofilm olusumunu arttirdigi goraldu. L rhamnosus 321, L. Monocytogenes’in biyofilm
olusumunu artirdi. Benzer etki L. rhamnosus 3111'de de goéruldi. Buna karsilik
L.rhamnosus 621, L.rhamnosus 621, L.rhamnosus Ka1, L.brevis ve L. acidophilus
biyofilm olusumunu 6nemli dlgide inhibe ettiler (Sekil 6). Gbézde en sik rastlanan
bakterilerden S. epidermis’te ise butun ekzopolisakkaritlerin biyofilm olusumunu
degisen oranlarda inhibe ettigi goruldu. En etkili ekzopolisakkarit L.rhamnosus Kaf,
L.brevis, L.plantarum ve L.acidophilus’a ait ekzopolisakkaritler idi (Sekil 6). Bu veriler

Tarayici Elektron Mikroskop(TEM) géruntdileri ile de dogrulandi (Sekil 7).

Tablo 4. Probiyotik bakterinin etkisi sonrasi optik dansite oélgtimleri ve biyofilm
olusumuna en etkili oldugu patojen bakteriler.

Bakteri ismi Ortalama optik Probiyotik bakterinin biyofilm olusumuna en | Optik  dansite
dansite dl¢limii etkili oldugu patojen bakteri Olciimii

Kontrol grubu 0,35+0,08

L. rhamnosus24 0,05+0,03 Bacillus cereus20PCA 0,006

L. brevis311 0,07+0,08 Bacillus cereus24-1 0,004

L. plantarum?71 0,02+0,02 Saphylococcus epidermidis4-1 PCA | 0,008

L. acidophilusl 1 0,04+0,03 Saphylococcus epidermidis4-1 PCA | 0,002

L. rhamnosus Kal 0,01+0,01 Bacillus cereusl 3/2 0,0005

L. rhamnosus321 0,24+0,18 Bacillus cereus 24-1 0,01

L. rhamnosus622 0,07+0,09 Bacillus cereus 24-1 0,005

L.rhamnosus3111 | 0,34=0,13 Bacillus cereus 13/2 PCA 0,07

L. rhamnosus621 0,20+0,13 Brevibacillus agri8/2 PCA 0,08
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Sekil 6. Laktik asit bakterilerine ait EPS’lerin patojen okuler ylzey bakterilerinin olusturdugu biofilme karsi gelistirdikleri antibiyofilm aktivitesi



Sekil 7. Antibiyofilm aktivitesinin SEM goruntuleri;A-B B. cereus biyofilm olusumuna
L.rhamnosus’un olusturdugu EPS’nin etkisi; EPS yok (A), EPS var (B); C-D, S.
epidermidis in biyofilm olusumuna L.rhamnosus’un olusturdugu EPS’nin etkisi, EPS
yok (C), EPS var (D); E-F, P. Putidanin biyofiim olusumuna L.rhamnosus’un
olusturdugu EPS’nin etkisi EPS yok (E), EPS var (F).



TARTISMA

insan viicudu 100 trilyondan fazla mikroorganizma ile kolonize olmus durumdadir.(19)
Mikrobiyal kolonizasyonun en yogun oldugu bdlgeler sindirim sistemi, agiz boslugu,
deri ve vajinadir.(20) Her ne kadar goz yuzeyinde bu kadar mikroorganizma olmadigi
dugunuluyorsa da bagimsiz calismalarda g0z yuzeyinin mikrobiyal c¢esitliliginin
beklenenden daha fazla oldugunu ortaya koymustur.(21,22) Bu gesitliligin iginde yararli
mikroorganizmalar dnemli yer teskil etmektedirler. Yapilan ¢alismalar denge saglayici
mikrobiyomlarin g6z yuzeyinde patolojik bakteri kolonizasyonunu azalttigi
gosterilmistir.(1,23,24) Son donemde probiyotik bakterilerin 6nemi anlagiimaya
basladikca bu homeostazi saglayan bakterilerin insan vicuduna uygulanmasi
disuncesi ortaya ¢ikmistir, ancak goz ile ilgili ¢alismalar ¢ok kisitlidir. lovieno ve
arkadaglar yaptiklari pilot c¢alismada vernal keratokonjunktiviti olan hastalarin
gOzlerine 4 hafta boyunca Lactobacilus acidophilus uygulamis ve 7 hastanin 6’sinda
semptomlarin duzeldigini tepitetmiglerdir. Aynio c¢alismada impresyon sitolojisi
yapilmis ve 2 hastada ICAM-1 ve TLR-4 seviyeleri disuk bulunmustur.(25) Bir baska
klinik calismada Chisari ve arkadaslari kuru géz hastalarini 20’serli 2 gruba ayirmis bir
gruba suni g6z yasi diger gruba suni goz yasi ve Bifidobacterium lactis ve
Bifidobacterium bifida microorganizmalarinin karigsimini  kullanmiglardir. Calisma
sonu¢ olarak probiyotik bakterilerin kurugdz tedavisinde faydali olabilecegini
bildirmistir.(26) Feher ve arkadaslari oral alinan Vit A, B, D ve omega 3 yag asidine
yine sistemik probiyotik lizat eklendiginde irritable gz sendromuna daha fazla etki
ettigini  bildirmis ve nanopartikilli  probiyotiklerin  daha etkili oldugunu
belirtmislerdir.(27) Dennis-Wall ve arkadaslari ise kendisinde alerjik rhinokonjunktivit
oldugunu sodyleyen hastalar sistemik olarak Lactobacillus gasseri, Bifidobacterium
bifidum ve Bifidobacterium longum uygulamig ve rhinokonjunktivit hastalarinin yasam
kalite anketlerinin daha iyi oldugunu belirtmistir.(28) Yeni yayinlanan bir ¢alismada
Nehal ve ark.(29) deve sutinden elde ettikleri Lactococcus lactis'in EPS’sinin
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, Proteus mirabilis, Acinetobacter baumannii,
Enterobacter cloacae ve Candida albicans’a kargl inhibitor etki gosterdigini
bildirmislerdir ancak bu ¢aligmada patojen bakterilerin kaynagi okuler ylzey dedgildir.
Biz c¢alismamizda probiyotik bakterilerin Urettigi ekstrapolisakkaritlerin  okuler

yuzeyden elde edilen patojen bakterilere karsi anti-mikrobiyal ve anti-biyofilm etkilerini



inceledik. Bildigimiz kadari ile bu ¢alisma inceledigi konu agisindan literatlirde 6ncu
olma niteligi tasimaktadir. G6z yuzeyinden siklikla elde edilen ve birgcok okuler
enfeksiyonun patojeni olarak tespit edilebilen S. epidermidis ‘e karsi en etkili
ekzopolisakkaritin L.plantarum’a ait olan ekzopolisakkarit oldugu tespit edildi.
Bacillus’lara karsi ise en etkili EPS L. rahamnosus 24’e ait iken bunu L.plantarum’a ve

L. acidophilus’a ait olan EPS’ler takip etti.

Bakterilerin patojenitesini belirleyen bir virllans faktoéri de biyofilimdir ve
olusumu ile patojen bakteriler antibiyotiklere direngli hale gelmektedirler. Biyofilm
fiziksel bir bariyer olarak antibiyotik ve dezenfektanlarin mikroorganizma hucresine
ulasmasini engellemektedir.(30,31) Biyofilm mikrokolonileri igindeki artan bakteri
yogunlugu, atik birikimine ve degismis bir mikro ortama neden olur. Oksijen olmamasi
aminoglikozidlerin antimikrobiyal etkinligini azaltir.(32,33) Daha Once yapilan
¢alismalarda konjunktivadan izole edilen bazi mikroorganizmalarin patojen bakterilere
karg! antimikrobial aktivitesi oldugu gosterilmisti.(34) Ancak probiyotik bakterilerin
biofilm olusuman kars! etkilerini gdsteren literattr kisithdir. Mahdhi ve ark.(3) (2018).
L. plantarum ve Bacillus sp. ait EPS’ nin E. coli nin biyofilm olusturmasini inhibe
ettigini bildirmiglerdir. Bu durumu sinyal molekulleri nedeniyle indol Gretim seviyesinin
dismesine ve hidrofobikligin azalmasina baglamislardir. L. acidophilus —EPS HT-29
insan kolon adenokarsinoma hucrelerine E. coli 0157:H7’nin adezyonunu inhibe
etmistir.(2) Ancak g6z yuzeyinde bulunup biofilm Uretme 6zelliginde olan patojenlerin
biofilmlerine etkili madde ve ilaglarla ilgili calismalar mevcutken probiyotik bakterilerin
bu anlamda kullanildi§i ilk ¢calisma olma 06zelligine sahiptir. Daha 6nceki birgok
calismada g6z ylzeyinden elde edilen patojen bakterilerin olusturduklari bioifilmlere
vankomisin, linezolid, imipenem gibi anti-bakteriyel ilaglar ve anti inflamatuvar ilaglar
denenmis hepsinin etkisi sinirh kalmistir.(35,36) Bu calismada probiyotiklerden elde
edilen EPS’ler kullanildi. En etkili ekzopolisakkarit L.rhamnosus Ka1, L.brevis,
L.plantarum ve L.acidophilus’a ait EPS’ler oldugu tespit edildi ancak ¢ok klguk bir
oranda bazi bakterilerde biofilm olugsmasini tetitkleyen EPS’lerin de oldugu goruldu.



SONUCLAR

Sonu¢ olarak laktik asit bakterilerinden elde edilen EPS’lerin antibakteriyal ve
antibiyofilm aktivitesine sahip oldugu invitro calismalarda goéruldid. Bu calismalar
oncul ve baslangic asamasinda olup ilerleyen donemler agisindan umit vadedicidir.
Calismamiz gozdeki mikroorganizmalar ile ilgili olarak yapilan ilk galismalardan biridir.
Bu calismadan elde edilen bulgular ilerki ¢alismalarda kullanilacak probiyotik ve
patojen bakteri sec¢imi acgisindan ¢ok degerlidir. Bu c¢alismalar sonucunda
gelistirilecek topikal damlalar ile okuler yuzeydeki yerlesik mikrobiyota, lokal immun
savunmalar arasinda bir homeostaz kurulma ihtimali okuler yuzey saghgi agisindan
onemlidir. Ancak daha Uzerinde invitro ve hayvan calismalari yapiimasina ihtiyag

bulunmaktadir.
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