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OZET
Doktora Tezi

DOGAL KAYNAKLARDAN iZOLE EDIiLEN LAKTIK ASIT
BAKTERILERININ BAZI PROBiYOTIiK OZELLIKLERININ
ARASTIRILMASI VE IN VITRO BAGIRSAK MODELINDE
PATOJENLERIN TUTUNMASINI ENGELLEME
OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Duygu ALP

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dal

Damisman: Do¢. Dr. Hakan KULEASAN

Bu c¢alismanin amaci, farkli illerden temin edilen gida ve bitkilerden laktik asit
bakterileri izole edilerek probiyotik olma 6zellikleri ile in vitro bagirsak modelinde
tutunma ve patojenlerin tutunmasini engelleme o6zelliklerinin belirlenmesidir. Bu
amagla izole edilen 69 adet laktik asit bakterisinin diisiik pH, pepsin, pankreatin,
safra tuzlari, lizozim, fenol direnglilikleri belirlenmistir. Ayrica suglarin antibiyotik
direnclilikleri, ekzopolisakkarit iiretimleri, kolesterol asimilasyon yetenekleri ile
antimikrobiyal etkileri incelenmistir. Gastrointestinal sistem dayanim testleri ve
izolasyon kaynaklar1 géz Oniine almarak 15 adet izolat se¢ilmistir. Izolatlardan 9
tanesi ekzopolisakkarit treticisi olup, Lactobacillus plantarum DA255 susu 11.9
mg/L ile en vyiiksek ekzopolisakkarit iiretici sus olmustur. Izolatlarin toplam
kolesterol asimilasyon yiizdeleri; % 60.71 ile % 16.71 arasinda degismektedir. EPS
tireticisi olmayan Leuconostoc lactis DA268 % 60.71 ile en yiiksek asimilasyonu
saglamistir. In vitro bagirsak tutunmasi modeli i¢in segilen izolatlar denemeyi %
76.38 ile % 84.65 arasinda tutunma yiizdeleri ile tamamlamiglardir. Caligmamizda
izolatlarin, Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli Tip I, Salmonella enterica
serotype Enteritidis, Listeria monocytogenes ve Clostridium difficile’nin in vitro
bagirsak modelinde tutunmasini engelleme o6zellikleride belirlenmistir. izolatlar
bagirsak epitel hiicrelerinde Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli Tip I ve
Salmonella enterica serotype Enteritidis’e kars1 yiiksek tutunma orani géstermezken,
saglikli yetiskin bireylerin bagirsak florasinda siklikla bulunmayan Listeria
monocytogenes ve Clostridium difficile patojenlerine karsi yiiksek tutunma yiizdeleri
vermiglerdir.

Anahtar Kelimeler: Probiyotik, Ekzopolisakkarit, Kolesterol asimilasyonu, Bagirsak
epitel hiicresi,

2018, 124 sayfa



ABSTRACT
Ph. D. Thesis

INVESTIGATION OF SOME PROBIOTIC PROPERTIES OF LACTIC
ACID BACTERIA ISOLATED FROM NATURAL SOURCES AND
DETERMINATION OF THEIR ABILITY TO PREVENT
PATHOGENIC ATTACHMENT IN INTESTINE MODEL

Duygu ALP

Siileyman Demirel University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hakan KULEASAN

The aim of this study was to isolate lactic acid bacteria from various foods and plants
provided from different cities and determine of these bacteria, probiotic feature and
adherens properties of their ability to prevent pathogenic attachment in intestine
model determination of adherens properties of lactic acid bacteria and their ability to
prevent pathogenic attachment in intestine model. Sixtynine lactic acid bacteria
isolated for this purpose and low pH, pepsin, pancreatin, bile salts, lysozyme, phenol
resistance were determined. In addition, antibiotic resistance, exopolysaccharide
production, cholesterol assimilation abilities and antimicrobial effects of strains were
investigated. Gastrointestinal system resistance tests and isolation sources were
consideration and 15 isolates were selected. Nine of the isolates were identified as
exopolysaccharide producers and Lactobacillus plantarum DA255 strain was the
highest exopolisaccharide producing strain with 11.9 mg/L Total cholesterol
assimilation percentages of isolates ranged from 60.71 to 16.71%. Leuconostoc lactis
DA268, which is not eps producer, has the highest assimilation with 60.71 %.
Strains were selected for the in vitro intestinal model adhesion experiments were
completed with the viability of 76.38 and 84.65%. In our study, the ability to prevent
1solates from being adhesion against to Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli
Tip 1 and Salmonella enterica serotype Enteritidis in vitro intestinal cell was
determined. Although Isolates weren’t able to adhere against Escherichia coli
0O157:H7, Escherichia coli Tip I and Salmonella enterica serotype Enteritidis which
is found in intestinal epithelial cells they were able to adhere against Listeria
monocytogenes and Clostridium difficile pathogens which are often absent in healty
human intestinal flora.

Keywords: Probiotic, Exopolysaccharide, Cholesterol assimilation, Brush border

2018, 124 pages
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1. GIRIS

Bagirsaklarimizda, igerisinde ¢esitli tiirlerin bulundugu trilyonlar diizeyinde
mikroorganizma bulunmaktadir (Serino vd., 2009; Sears, 2005). Saglikli bir insanda
bagirsak florasini olusturan bakterilerin % 98’1 faydali olup, sindirime yardimci
fonksiyon goriirler. Bu iliski simbiyotik bir iligkidir. Bakteriler en ¢ok kalin
bagirsakta bulunur. Bu bakterilerin islevleri; sindirime yardimci olmak, hiicre
bliylimesini tesvik etmek, zararli bakterilerin ¢ogalmasini dnlemek, bagirsaklardan
kana toksik {irlinlerin gegigini engellemek, bagirsak florasinda inflamasyonu
engellemek, cilt hastaliklarinin olusumunu azaltmak, kisinin bagisiklik sistemini
giiclendirmek, patojen mikroorganizmalar1 yok etmek, patojen olmayanlara karsi
bagisiklik sisteminin asir1 tepki vermesini dnlemek (alerji) vb. olarak sayilabilir

(Koca, 2015).

Gastrointestinal mukozada mevcut olan tim koruyucu mekanizmalara ragmen
insanlar, zaman zaman bakteri ve virlisleri de igeren enterik patojenlere maruz
kalmaktadirlar. Gastrointestinal sistem kompleks mikroorganizma topluluguna sahip
olup, sistemde mikroorganizma dagilimi da farklilik gostermektedir (Neish, 2002;
Walter, 2008; Montalto, 2009). Ozellikle, bagirsakta bulunan mikroorganizmalar
konakgiyla etkilesime girerek, patojenler tarafindan kolonilesmeyi onleme, besinsel
bilesikleri diisiirme, besin maddeleri iiretme ve normal mukoza bagisikligin
gelistirme ve siirdiirme gibi ¢esitli islevlere katkida bulunurlar. Mide asiditesi, etkili
bagirsak motilitesi, bagirsak proteolitik enzimleriyle bakterilerin tahrip edilmesi,
bagirsakta tiretilen immiinoglobulin A (IgA)'nin genis salinimi gibi mekanizmalar ile
etkili bir bagisiklik sistemi sayesinde bakteri-konak dengesi saglanmaktadir. Bu
kontrol mekanizmalar1 degistiginde, kommensal bakteri sayisi diiserek patojen
Ozellikler gosteren bakteri sayisinda artis olabilir, bu da bagirsak hastaliklarinin

baslangici ve ilerlemesi ile sonuglanir (Ojetti, 2009).

Bazi laktik asit bakterileri (LAB) dogal olarak asidofilik organizmalardir (biiyiime
pH optimum 3.5 ile 6.5) ve bulunduklar1 ortama adapte olarak dayanabildikleri asidik
pH'larim1 daha da iyilestirebilmektedirler. LAB patojen bakterilerin kolonizasyonunu
onleme, toksinlere ve endojen kaynakli mutajenik molekiillere karsi bas etme

yeteneklerine sahip olduklari i¢in probiyotik olarak tercih edilmektedirler (Hove vd.,



1999; Pessione vd., 2012). Gastrointestinal sistemde enterik patojenler, sistemde var
olan bakteri popiilasyonunun iistiinde bir yogunlukta niifuz ederek enfeksiyon
olustururlar (Sekirov vd., 2010). Bu nedenle probiyotik 6zellik gosteren bakterilerin
bagirsak mukozasma tutunabilmesi ve kolonize olabilmesi onem tasimaktadir.
Dolayist ile probiyotik mikroorganizma sec¢imi yapilirken bagirsaklara tutunma
yetenegi yiiksek olan mikroorganizmalar tercih edilmektedir (Ouwehand ve
Salminen 2003; Bermudez-Brito vd., 2012). Probiyotik mikroorganizmalarin en
onemli grubunu olusturan LAB igerisinde Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirleri en

yaygin olarak kullanilanlaridir (Uymaz, 2010; Varsha vd., 2014).

Probiyotik  mikroorganizmalar, bagirsak  epiteline  tutunma, patojenlerin
kolonizasyonunu azaltma, bagisiklik sistemini uyarma, zarar géren mukozanin
iyilesmesini arttirma ve bagirsaklardaki kolonizasyon sayesinde gastrointestinal
hastaliklar1 onleme gibi Ozellikleri bakimindan Onemlidirler (He vd., 2001).
Insanlardaki in vivo bakteriyel adezyon c¢alismalarinda yer alan zorluklar nedeniyle
potansiyel probiyotik suslarin 6n se¢imi igin in vitro model sistemler gelistirilmistir.
Bu sistemlerde diisiik pH, pepsin, pankreatin, safra tuzlari, lizozim gibi sindirim
sisteminde bulunan bazi enzim ve bilesenlere karsi suslarin dayanikliklarinin yani
sira bagirsak epitel hiicrelerine tutunma yetenekleri de test edilmektedir (Kos vd.,
2003). Bakteriyel tutunma, baslangicta iki ylizey arasindaki spesifik olmayan fiziksel
etkilesimlere dayanmakta daha sonra adezinler (genellikle proteinler) arasindaki
belirli etkilesimler ve tamamlayict reseptorler sayesinde gerceklesmektedir. Bu
nedenle probiyotik suglarin otoagregasyon ve bagirsak epitel hiicrelerine tutunma
yetenekleri de test edilmektedir (Kos vd., 2003; Meng vd., 2017). Antibiyotiklerin
enfeksiyon tedavisinde kullanilmaya baslanmasiyla birlikte antibiyotiklere karsi
direng gelisimi sorun olmaya baslamistir. Bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde
(6zellikle ampirik tedavide) antibiyotik se¢iminin dogru yapilabilmesi i¢in bolgesel
antibiyotik direnclerindeki o6zelliklerin ve degisimlerinin yakindan izlenmesi
onemlidir (Cetin vd., 2006). Antibiyotikler ¢iftlik hayvanlarinda, evcil hayvanlarda
ve balik yetistiriciliginde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica penisilin,
sefalosporin ve diger beta laktam grubu antibiyotikler ¢iftlik hayvanlarinda
bliyiimeyi desteklemek amaciyla da kullanilmaktadir. Antibiyotiklerin o6zellikle
ciftlik hayvanlarinda tedavi ve biiylimeyi artirmak amaciyla kullanilmasi halk saglig

acisindan onemli bir risk olusturmaktadir. Antibiyotik direncliligi, antibiyotik direnci



olan bakterileri iceren gidalarin tiikeilmesi ve direncin diger mikroorganizmalara
transferiyle de yayilabilmektedir. Antibiyotiklere diren¢ kazanmis bakterilerin neden
oldugu enfeksiyonlarda, hastalar tedaviye cevap vermediginden vakalarin ¢ogu
Oliimle sonlanmaktadir. Ayrica direngli bakteriler hastalarin hastanede kalma stireleri
ve tedavi giderlerinin artmasma neden olmaktadir (Sen ve Ozdemir, 2016). Yakin
zamanda probiyotik 6zellik gostermeleri agisinda da 6nemli olan laktobasiller icin
antibiyotik diren¢ profilleri belirlenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda genellikle
vankomisine direncli, penisilin ve ampisiline (hiicre duvar1 sentez inhibitorii) ise
duyarli olduklarin1 gdstermistir. Cogu laktobasilin, glikopeptid antibiyotik tiplerine
direncli oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte, vankomisine karsi direncin dogal
direng olabilecegi de disiiniilmektedir. Laktobasiller genelde kloramfenikol,
eritromisin ve klindamisine (protein sentezi inhibitdrleri) karsi duyarlidirlar.
Laktobasiller arasinda tetrasiklin, neomisin, kanamisin, streptomisin ve gentamisine
(aminoglikozit) kars1 dirence de siklikla rastlanmaktadir. Bugline kadar
laktobasillerde en sik rastlanan diren¢ genlerinden ikisi, tetrasiklin direnci icin tet
(M), eritromisin direnci i¢in erm (B) genleridir (Fukao vd., 2012). Ornegin
antibiyotik  tedavisine bagli gelisen kalin bagirsagin  enfeksiyonu olan
Psodomembranoz kolit hastaligi bagirsaktaki normal bakterilerin antibiyotik ile
poplilasyonunun azalmasi ve bunun yerine patojen bir mikroorganizma olan
Clostridium difficile’nin asir1 ¢ogalmasi ile olusur. Her antibiyoitik C. difficile
kolitine neden olabilir ancak klindamisin, ampisilin ve sefalosporinler en ¢ok

sorumlu olanlardir (Ge¢im, 2005).

Ulkemizde ve diinyada probiyotik 6zellik gosteren suslarm secimi ile ilgili gok
sayida caligma yapilmaktadir. Bu arastirmada ozellikle iilkemizde yapilan diger
calismalardan farkli olarak in vitro denemeler ile gastrointestinal sistemden canli
olarak gecebilecegi belirlenen bazi suslarin bagirsaklarda tutunma denemesi hiicre
kiiltiirleri (Caco-2 vb) yerine taze kesilmis koyun bagirsagi kullanilmigstir. Daha dnce
yapilmis caligmalara katki saglamasi amaciyla yapilan bu tez ¢aligmasinda farkl
illerden temin edilen ¢esitli peynir, tursu, fermente sucuk ve bitki 6rneklerinden izole
edilen LAB’nin in vitro denemeler ile sindirim sisteminden gegebilme yetenekleri,
antibiyotik diren¢/duyarlilik profilleri, patojenler iizerindeki antimikrobiyal etkileri

ile kalin bagirsakta tutunma yeteneklerinin belirlenmesine ¢aligilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Bagirsak Epitel Yapisi ve Fizyolojisi

Beslenmede hayati gorevleri bulunan ince bagirsak ayn1 zamanda insan viicudundaki
en biiyilk endokrin organidir. Enfeksiyonlara karsi oldukg¢a iyi bir savunma giicii
bulunan ve bagisiklik sisteminde rolii olan organlarin en onemlilerindendir. Ayrica
sindirim goérevinden sorumlu mukozal yiizey alani neredeyse sinirsiz derecede
genistir. Ince bagirsak duodenum, jejenum ve ileum olmak iizere {i¢ anatomik
bolime ayrilir. Kalin bagirsak ise insanda yaklasik 90-150 cm uzunlugunda
ileumdan rektuma kadar uzanan kisimdir. Sindirim artiklarinin deposu ve iletim
kanali olmaktan baska suyu, sodyum ve kloru emmesidir. Potasyum, bikarbonat ve
mukus salgilar boylece bazi karbonhidratlarin ve proteinlerin sindirimi i¢in ve K

vitamini ireten bakteriler i¢in gerekli ortami saglar (Gegim, 2005)

Bagirsak duvar1 Seroza, muskulariz, submukoza ve mukoza olmak {izere dort
tabakadan olusur. Seroza; en dis tabakadir, tek sira yassi mezotelyal hiicrelerden
meydana gelmistir. Muskulariz; disarida ince bir longitidunal (uzunlamasina) diiz kas
tabakasi ve i¢eride daha kalin bir sirkiiler (dairesel) diiz kas tabakasindan olusmustur.
Kalin bagirsakta bu uzunlamasina kaslar ii¢ diiz banta ayrilir. Kas hiicre membranlari
tizerindeki 0zel gecitler, hiicreler arasi iliskiye olanak saglar ve bu sayede kas
tabakasi elektriksel bir uyum igerisinde ¢alisir. Submukoza; kan damarlari ve sinirler
iceren fibroelastik bir bag dokusu tabakasidir. Mukoza ise ince bagirsaklarda emilim
yiizeyini arttiracak sekilde olusmus miikemmel bir yapiya sahiptir. Liimene dogru
uzanan parmaksi villoz cikintilar, hiicre yiizeyini orten mikrovilluslar (fircamsi
kenarlar) ve mikrovilluslarin {izerini orten glikokaliks tiiyler, limen igerigi ile iliski
igerisinde olan yiizey alanini inanilmaz bir bi¢imde arttirirlar. Kalin bagirsak ise
farkli olarak villis igermez. Mukoza;, Muskulariz mukoza, Lamina propria ve
Epitelyum olmak tizere ii¢ tabakaya boliinebilir (Ulukaya, 1997; Gegim, 2005). Sekil
2.1°de bu galisma kapsaminda ¢ekilen Kalin bagirsak kesitinin SEM goriintiisii, Sekil

2.2’de bagirsagin tabakalar verilmistir.
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Sekil 2.2. Bagirsagin tabakalar1 (Soke, 2017)

En derinde bulunan Muskulariz mukoza, Mukozayr Submukozadan ayiran ince kas
tabakasidir. Plazma hiicreleri, lenfositler, makrofajlar, fibroplastlar, diiz kas hiicreleri
ve hiicresel olmayan bag dokusu elemanlarini igerir. Lamina propria ise Epitelyum
ve Muskulariz mukoza arasinda yer alir, epitelyal tabakay: iizerinde tasir ve bu
tabakayr asan mikroorganizmalar ile savagarak savunmada gorev alir. Plazma
hiicreleri immiin globulinlerin aktif olarak sentezlendigi alanlardir. Ayrica yine

Lamina propriada bulunan hiicreler, epitelin ¢esitli hiicresel fonksiyonlarini



diizenleyen mediyatorler de (sitokinler, arasidonik asit metabolitleri ve histamin gibi)
salgilarlar (Ulukaya, 1997; Gegim, 2005).

En igte yer alan Mukoza tabakasi, villus ve Lieberkiihn kriptalarini (salgi yapan
kiiclik bezler) kaplayan tek katli ve kalin epitel hiicresinden meydana gelmistir. Kript
(salgt yapan hiicrelerin ¢evreledigi kiiglik bosluk) epitelinin goérevleri; hiicre
yenilenmesi, sivi-elektrolit sekresyonu, endokrin ve ekzokrin salgilarin
sekresyonudur. Vill6z epitel ise sindirim ve emilimden sorumludur. Kalin bagirsakta
cok sayida Lieberkiihn kriptalart bulunur ayrica kalin bagirsakta epitel hiicreleri
hemen hemen hi¢ enzim igermezler, bunun yerine sadece mukus salgilayan mukoz
hiicreler igerirler (Cavusoglu, 2001). Paneth hiicrelerinin lizozim ve konak mukozal
savunma sistemi ile iligkili oldugu diistiniilmektedir. Farklilasmamis epitel hiicreleri
ile bagirsak epitelinin hizla yenilenmesini saglayarak hiicre yenilenmesinde gorev
alirlar. Yash hiicreler liimene atilirken, yeni hiicreler kriptlerin i¢cinden diizenli bir

sira ile hareket ederek onlarin yerlerini alirlar (Gegim, 2005).

2.2. Mide Bagirsak Sisteminde Bagisiklik

Immiinite zararli bir etkenin saldirisina karsi organizmada olusan direnci ve
bagisiklig1 ifade etmek amaciyla kullanilmaktadir. immiin sistem, fiziksel bariyerler,
dogal immiin sistem ve adaptif immiin sistem tarafindan olusturulan savunma
mekanizmalarmi igeren bir yapidir. immiin sistemin ilk savunma hatt1 fiziksel
bariyerlerdir. Bu bariyerler viriislere, bakterilere ve parazitlere karst koruyucudur.
Etkenin ilk once bu bariyerleri gegmesi gereklidir. Genelde ilk ve en 6nemli savunma
hatt1, yaklasik olarak 2 m? bir alana sahip olan cilt gibi gdziikmekle birlikte, yaklasik
400 m? mukus membranla kapli olan sindirim, solunum ve iireme sistemindeki
alanlar, mukozal immiiniteyi olusturmas: bakimindan ¢ok 6nemli rol oynamaktadir

(Bastiirk ve Boyacioglu, 2005).

2.2.1. Bagirsagin Bagisiklik Sistemindeki Fonksiyonu

Insan viicuduna her giin gidalarla birlikte ¢ok sayida bakteri, parazit ve viriis
girmektedir. Bunlarin sadece bir kismi patojeniktir ancak bagirsagin genis mukozal

yiizeyi bliylik bir giris kapisidir. Sekretuvar immiin sistem bagirsak savunmasinin



onemli bir elemani olarak bakterilerin ¢ogalmasini engelleyen, viriisleri ndtralize
eden ve enterotoksinlerin penetrasyonunu azaltan 6zel bir antikor iiretir. Bu antikor
sekretuvar imminoglobulin A (IgA) olarak adlandirilmaktadir. Ince bagirsak, IgA nin
onemli kaynaklarindan birisidir. ince bagirsakda bulunan lamina propria hiicreleri,
IgA iireten plazma hiicrelerini iiretirler. Ince bagirsak bariyerini gecen antijenler, lenf
nodiillerinde, antijenlerin IgA iireten lenfoblastlara sunulmasi i¢in 6zellesmis M
hiicreleri ile karsilagirlar. Antijen ile karsilasan lenfoblastlar sistemik dolasima
katildiklart bolgesel lenf nodlarina gog ederler, daha sonra da Lamina propriada
yaygin olarak bulunduklari bagirsaga geri donerler. Lamina propriada absorbe
edilmis antijenlere kars1 6zel IgA antikorlari {ireten plazma hiicrelerine doniisiirler.
Bu IgA antikorlar1 protein yapida bir tasiyici araciligi ile epitel hiicreleri iizerinden
ince bagirsak limenine gecerler. Bu tasiyict IgA’y1 tasimanin yam sira hiicre igi
lizozomlardan da korur. Hiicrenin serbest yiizeyinde yer alan antikorlar glikokaliks
icinde birikirler. Yeni antijenlerle savasmak i¢in stratejik bir pozisyona sahiptirler ve
antijenlerin hiicre zarma tutunmalarin1 engellerler. Canli bakterilerin saglam
gastrointestinal sistemden mezenterik lenf nodlar1 ve Gtesine ge¢meleri bakteriyel
translokasyon olarak isimlendirilir (Gegim, 2005). Sekil 2.3’de Sekretuvar immiin

sisteme ait yolaklarin sematik gdsterimi verilmistir.

Sekil 2.3. Sekretuvar immiin sisteme ait yolaklarin sematik gdsterimi (Gegim, 2005)



Birgok farkli hiicre tipini igeren dogustan ve adapte immiin sistemde 6zellikle epitel
ve mezenkimal hiicreler siirekli bagirsak liimeninde, Epitelyumda ve Lamina
propriada mikroorganizmalar ile etkilesim igerisindedir. Dogustan gelen bagisiklik,
mikroorganizmalara karsi daha 6nce bir temas olmamasina karsin koruma saglar. Bu
savunma mekanizmasi, mikroorganizmalarin epitel hiicre tabakasinin apikal
yiizeyine (epitel hiicresinin serbest ya da baglanmamis yiizeyi) erigmesini dnlemeyi
amaclamaktadir. Bu sayede derin dokulara girmeye karst ilk fiziksel engel
olusturulmaktadir. Bagirsak epitel hiicreleri, Lamina propria olarak bilinen birlesik
doku tarafindan desteklenir ve bagirsak florasini igeren i¢ Kisim ile limeni (dis
bolme) ayiran tek bir hiicre tabakasini olusturmalarinin yani sira siki baglarla
baglanarak fiziksel bir bariyer olustururlar. Ayrica bagirsak epiteli mikrovillileri de,
mikroorganizmalarin bagirsaga tutunmasini engelleyerek epitel hiicrelerin bariyer

fonksiyonuna destek olan 6nemli yapilardan birisidir (Magalhaes vd., 2007).

2.3. Bagirsak Yapisi ve Mikrobiyotasi

Bagirsaklarimizda, igerisinde gesitli tiirlerin bulundugu trilyonlarca mikroorganizma
bulunmaktadir. Tiirlerin biiylik cogunlugu fizyolojiye ne faydali ne de zararlidir ve
islevleri kesin olarak bilinmemektedir (Sears 2005; Serino vd., 2009). Bakteriler,
arkealar, viriisler ve belirli bir ¢evrede yasayan bazi tek hiicreli 6karyotlarin da dahil
oldugu bu mikroorganizmalar topluluguna "normal flora" veya "mikrobiyota” denir
(D’Argenio vd., 2015).

Dogumda insan kalin bagirsag: sterildir ancak saatler iginde bagirsaklar agizdan
aniise kadar kolonize olur. Kalin bagirsaktaki baskin bakteri Bacteroides’e
dogumdan 10 giin sonra rastlanir, 3-4 hafta sonra ise karakteristik bagirsak florasi
yerlesmis olur ve yetiskin hayata kadar o sekilde kalir. Kalin bagirsak feces kuru
agirhginin 1/3’linii olusturan yogun bakteri popiilasyonunu barindirir. Bagirsak
bakterileri patojenik bakterileri baskilarlar, ince bagirsaktan sindirilmeden gecen
karbonhidrat ve proteinlerin yikiminda 6nemli rol oynarlar. Enterohepatik dolasim
ile yeniden kazanilan bir ¢ok maddenin (biliriibin, safra asidleri, Gstrojen, kolesterol)
metabolizmasinda gorev alirlar ve K vitamini gibi gerekli maddeleri iiretirler

(Gegim, 2005).



Saglikli bir insanda bagirsak florasini olusturan bakterilerin % 98’1 faydali olup,
sindirime yardimc1 fonksiyon goriirler. Bu iliski simbiyotik bir iliskidir. Bakteriler en
cok kalin bagirsakta bulunur. Biiyiikk ¢ogunlugu anaerob olan bu bakterilerin %
30’unu Bacteroides tiirii olusturur. Bacteroides tiirii bakteriler yiizey antijenlerini
degistirerek kendilerini konak hiicreye benzetirler, bu sayede bagisiklik tepkisinden
kurtulurlar. Bu bakterilerin islevleri; sindirime yardimci olmak, hiicre biiylimesini
tesvik etmek, zararli bakterilerin ¢ogalmasini 6nlemek, bagirsaklardan kana toksik
irlinlerin gegisini engellemek, bagirsak florasinda inflamasyonu engellemek, cilt
hastaliklarinin olusumunu azaltmak, kisinin bagisiklik sistemini giiglendirmek,
patojen mikroorganizmalari yok etmek, patojen olmayanlara karst bagisiklik

sisteminin asir1 tepki vermesini 6nlemek (alerji) vb. olarak sayilabilir (Koca, 2015).

Gastrointestinal sistem en biiyiikk ve en kompleks mikroorganizma topluluguna
sahiptir.  Gastrointestinal ~sistemde mikroorganizma dagilimi da farklilik
gostermektedir (Neish, 2002; Walter, 2008; Montalto, 2009). Midenin duodenuma
acildig1 yer (pilor), yabanci cisimler ve tiimor gibi nedenlerle kismi veya tam olarak
tikali olmadigr normal kosullarda mide asiditesi midede mikroorganizma sayisini
minimumda tutar (10%-10° bak./g). Jejunum ve ileumda bu sayr 10%-108 kob/ml
olmaktadir. En yiiksek say1 ise 10 kob/ml ile kalin bagirsaktadir. Bagirsak florasi
yaklagik 800 farkli bakteri cinsi, 7000’in iizerinde sus igermektedir (Neish, 2002;
Walter, 2008; Montalto, 2009). Kalin bagirsakta fecesin milimetresinde Bacteriodes
cinsleri 10'!-10* kob/g oraninda bulunurken E. coli ise 108-10% kob/g arasinda
bulunur (Gegim, 2005).

Gastrointestinal sistemde en yaygin olarak rastlanan anaerobik bakteri cinsleri
Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium, Fusobacterium, Clostridium ve
Lactobacillus iken aerob Gram negatif bakterilerden ise Escherichia coli ve
Salmonella spp.’dir. Gram pozitif koklardan yaygin olarak Enterococcus,
Staphylococcus ve Streptococcus, aerobik mayalardan Candida bulunur (Neish,
2002; Montalto, 2009). Ayrica koliform grup bakteriler ve Proteus cinsi bakteri
tirlerine de rastlanmaktadir. Gastrointestinal sistem bir biitiin olarak ele alindiginda,
dogal biota igerisinde yer alan mikrorganizmalar arasinda mide i¢in Helicobacter
pylori, kalin bagirsak icin Bacteroides tiirleri yiiksek oranda hastaliga neden
olabilmektedir (Ustagelebi, 1999).



Ozellikle, bagirsakta bulunan mikroorganizmalar konakgiyla etkilesime girerek,
patojen kolonizasyonunu onleme, rekabet vasitasi ile besin bilesiklerini diisiirme,
organik asit sentezi ve normal mukoza bagisikligini gelistirme ve siirdiirme gibi
cesitli islevlere katkida bulunurlar. Mide asiditesi, etkili bagirsak motilitesi, bagirsak
proteolitik enzimleriyle bakterilerin tahrip edilmesi, bagirsakta iiretilen IgA'nin genis
salinimi gibi mekanizmalar ile etkili bir bagisiklik sistemi sayesinde bakteri-konak
dengesi saglanmaktadir. Bu kontrol mekanizmalar1 degistiginde, kommensal bakteri
sayist diiserek patojen Ozellikler gosteren bakteri sayisinda artis olabilir, bu da
bagirsak hastaliklarinin baglangici ve ilerlemesi ile sonuglanir (Ojetti, 2009). Asagida
Sekil 2.4’te ince bagirsagin alt bolgesinde (jejunum/ileum boliimlerinde) bulunan

bagirsak florasmin bir canlandirmasi verilmistir. Ug temel tiir (Lactobacillus,
Clostridium, Streptococcus) baz alinmustir.
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Sekil 2.4. Ince bagirsagin alt bolgesinde, (jejunum/ileum bodliimlerinde) bulunan
bagirsak florasinin bir canlandirmasi (Conrad ve Vlassov, 2015).

Bagirsak florasi kisiden kisiye degisiklik gostermekle beraber dogumdan sonra
birkag yil igerisinde sekillendigi diisiiniilmektedir (Berg, 1996; Serino vd., 2009).
Bagirsak kolonizasyonu dogumdan itibaren baglamaktadir (Mackie 1999; Serino vd.,
2009). Anneden ve cevreden gelen mikroorganizmalar, yenidoganda gastrointestinal
sistemde kolonize olarak floranin gelismesini saglarlar. Yenidogan florasi ilk yillarda
hizla degisirken ilerleyen yillarda duraganlagsma gostermektedir. Bu ilk yillardaki
olusan flora saglikli bir bagirsak florasi igin ¢gok dnemlidir (Mackie 1999; Serino vd.,
2009; D’Argenio vd., 2015; Murphy vd., 2017). Anne siitii ile beslenen ¢ocuklarda
bagirsaklarda Lactobacillus ve Streptococcus cinsi bakteriler yogun olarak bulunur

(Ustagelebi, 1999; Pessione, 2012). Beslenme aliskanliklari, bagirsak florasinin
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olusumunda belirgin etkiye sahiptir. Bagirsak florasinda bulunan mikroorganizma
tirleri hafif bazik ortamlari tercih etmektedirler, bundan dolayr ortam pH’s1
baziklestikge kalic1 flora dereceli olarak artar, ishal durumunda ise bagirsakta

bulunan bakteri sayis1 biiyiik oranda diiser (Ustagelebi, 1999).

Mikrobiyal flora iki grupta ele alinmaktadir. Birincisi, kalict flora olarak
adlandirdigimiz belirli bolgelerde genellikle degismeyen, kisa siireli olarak ortamdan
uzaklastirildiklart  durumlarda bile yeniden gelisebilen, siireklilik gdsteren
mikroorganizma toplulugunun olusturdugu floradir. Bu florada yer alan
mikroorganizmalar besinlerin absorbsiyonunda rol alirlar ve mukozada patojen
bakterilerin kolonizasyonunu azaltirlar. Ayrica bakteriyosin tireterek bazi bakterilerin
tiremesini engellerler. Ikincisi ise gecici floradir. Gegici flora, kalici floranin
yaninda, bazen patojen de bulundurabilen, degisik siirelerde bagirsak ortaminda
kalan, ¢ogu hastalik olusturmayan mikroorganizma toplulugundan olusmaktadir.
Ancak kalic1 flora iiyeleri ortadan kalktiginda, gegici flora kolonize olabilmekte ve
hastalik yapici 6zellik kazanabilmektedir (Ceyhan ve Alig, 2012).

Bazi1 bakteriler karbonhidratlarin sindirimi, folik asit, biotin ve K vitamini sentezi
gibi oOzellikler tasimaktadirlar. Bu bakteriler igerisinde en bilinenleri Lactobacillus
tirtine ait olanlardir (Zoetendal, 2006; O’Hara, 2006; Serino vd., 2009). Bu gibi
bakteri kolonileri potansiyel olarak patojenik bakterilerin biiylimesini (genellikle
rekabetci diglama yoluyla) engellemektedir. Bu nedenle bu "iyi" bakterilerin bir
kismi probiyotik diyet takviyeleri olarak kullanilmaktadir (Salminen, 2005). Bazi
bakterilerin konak¢i biinyesinde bagisiklik modiilasyonu, ilag metabolizmasi,
gastrointestinal kanal motilite regiilasyonu, mukozal bariyer takviyesi, kan
damarlarinin olusumu, bagirsagin i¢ dengesinin saglanmasi ve postnatal (dogum
sonrasi) bagirsak olgunlasmasi gibi fonksiyonlari bulunmaktadir (Ouwehand, 2002;
Serino vd., 2009).

2.4. Laktik Asit Bakterilerinin Genel Ozellikleri

Laktik asit bakterilerinin (LAB) saglik tizerindeki olumlu etkileri ilk kez 1900’Iu
yillarin baginda Rus bilim adami1 Metchnikoff tarafindan belirlenmistir. Metchnikoff,

fermente siit Urlinlerinin viicutta bulunan toksik maddelerden dolay1 zehirlenmeyi

11



engelledigini 6ne siirmiistiir (Saglam, 2013). Orla—Jensen 1919’da LAB hakkinda
monografi yayinlamis ve LAB’nin sistematik olarak tanimlanmasina biiyiik katkis1
olmustur (Axelsson, 1989). Giliniimiizde LAB’nin simiflandirilmasinda farkl
morfolojileri, glukozu fermente edebilmeleri, farkli sicakliklarda gelisebilmeleri,
laktik asit tiretim sekilleri, yiiksek tuz konsantrasyonunda gelisimleri ve asit veya
alkali toleranslart gibi 6zellikleri kullanilmaktadir (Pilar vd., 2008). Taksonomileri
revize edilmis olsa da Orla-Jensen tarafindan yayimlanan bu karakterizasyon halen

gegerliligini korumaktadir (Axelsson, 1989).

LAB, Gram pozitif, fakiltatif anaerob, katalaz negatif, birka¢ iyesi disinda
hareketsiz, sitokromdan i¢ermeyen, spor olusturmayan, karbonhidrat fermantasyonu
sirasinda son iriin olarak laktik asit iireten bakterilerdir. Farkl: tiirleri olan LAB’nin
simiflandirilmasi; morfoloji (kok, cubuk veya tetrat), glikoz fermantasyonu (homo ve
hetero-fermantasyon), ¢esitli  karbonhidratlar1 ~ kullanma  &zellikleri, farkli
sicakliklarda gelisme (10-45°C), laktik asidin konfigurasyonu (D, L, DL), yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda gelisme yetenegi ve asit veya alkali toleransi temellerine

dayanir (Amann vd., 1995; Giirsoy vd., 2005; Saglam, 2013).

LAB sitokromlar1 ve porfirinleri liretebilme yetenegine sahip olmadiklari icin ATP
‘yi sadece sekerlerin fermantasyonu ile elde ederler. Enerji iiretimleri ig¢in oksijen
gerekmediginden dolayr anaerobik kosullarda iyi gelisim gostermektedirler. Ancak
aynt zamanda birgok sus oksijen bulunan ortamda da iyi gelisebilmektedir
(Stieglmeier vd., 2009). Laktik asit bakterileri, karbonhidratlari homofermentatif ya
da heterofermentatif yolla fermente edebilmekte ve laktik asit basta olmak iizere

asetik asit, formik asit, etanol ve CO iiretebilmektedir (Giirsoy ve Kinik 2005).

Hekzoslar1 fermente ederek laktat olusturan bakteriler laktik asit bakterileri (LAB)
olarak adlandirilirlar. Laktik asit fermantasyonlart bir¢ok gidanin eksimesine,
bozulmasina yol acarlar. Diger taraftan da pek ¢ok gidanin farkli bir {irlin seklinde
ortaya c¢ikmasina, kendine 6zgii tat ve aroma kazanmasina (yogurt ve peynir cesitleri
gibi) neden olurlar. Ayrica kullanilan ham madde ve iiretim teknolojisi i¢in de laktik
fermantasyonlar ¢ok dnemli role sahiptir. LAB hekzoslarin fermantasyonu sirasinda

friiktoz di fosfat yolunu kullanarak sadece laktik asit (% 90-100) olusturyorlarsa
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homofermantatif, laktik asidin (% 50) yani sira etanol ve/veya asetat ile CO2 de

meydana getiriyorlarsa heterofermantatif olarak adlandirilirlar (Tunail, 2009).

2.4.1. Laktik Asit Bakterilerinin Bagirsaktaki Onemi ve Etkileri

Bagirsak mikrobiyotasi ¢ok istikrarli bir ekosistem olmasina ragmen mevcut denge
patojen bakteriler, virlisler ve antibiyotikler gibi bir ¢esitli faktorler tarafindan
bozulabilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri ve Kuzey Avrupa'daki turistler
genellikle diinyanin az gelismis bolgelerini ziyaret ederken turist ishali ile karsi
karstya kalirlar. Bu vakalarim % 40-70'inde etiyolojik ajan enterotoksijenik
Escherichia'dir (E. coli). Turist ishali biiyiik oranda profilaktik antibiyotik alimi ile
engellenebilmektedir. Bu ajanlarin kullanilmasi antibiyotiklere dayanikli bakteri
jenerasyonlarinin ortaya c¢ikmasina neden olabilir. Bu nedenle laktik asit
bakterilerinin ve diger probiyotiklerin enterik patojenleri inhibe ederek veya yok
ederek gastrointestinal sagliga olan katkilar1 arastirilmistir. Kontrol grubu olmadan
yapilan klinik gozlemlere dayanan ¢ok sayida yayinda laktik asit bakterilerinin ishali
onlemede/siiresinin kisalmasinda rolii oldugu belirtilmektedir (Hove vd., 1999). Bu
amagla yapilan bazi ¢alismalar fermente siit tirinlerinin ve L. casei ile B. bifidum
gibi mikroorganizmalarin ¢ocuk ishalinin Onlenmesi ve/veya tedavisinde etkili
oldugunu gostermistir. LAB’nin antibiyotik tedavisi sonucu olusan ishalin sikiligini
azalttig1 da baz1 calismalar ile gosterilmistir. Ancak bu ¢aligmalar sinirh sayidadir ve
rutin olarak antibiyotik kullanan ve immiin olarak baskilanmis hastalarda laktik asit

bakterilerinin roliinii gdstermektedir (Wedajo, 2015).

LAB’nin ishali azaltmadaki roliiniin bagirsakta patojenler ile besin alma veya barsak
alaninda tutnma rekabeti yoluyla oldugu ya da in vitro bazi ¢alismalarda elde edilen
sonuglara gore L. casei, L. acidophilus ve L. bulgaricus gibi LAB’nin patojenlerin
gelisimini engelleyen bazi antimikrobiyal (asidofilin, bulgarikan vb.) maddeler
tireterek oldugu gorilmistiir. LAB’nin ishale karsi etkili olmasinda bagisiklik
sisteminin gelismesinde etkili olmasinin da rolii oldugu diistiniilmektedir. Ayrica
LAB’nin insanlarda antijeni taniyan B-lenfositlerini, bunlarin fagositoz aktivitelerini,
antijeni yok etmeye yardimci olan IgA, IgG ve IgM salgilayan hiicreler ile antikor

aktivitesini arttiracak serum IgA diizeylerini ve beyaz kan hiicrelerinin hastaliga
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kars1 direng gostermesine yardimci olan y-interferon diizeylerini arttirma etkisine

sahip oldugu diistiniilmektedir (Wedajo, 2015).

Viicudun savunma sistemlerinden biri de bagirsagin mukus tabakalariin sagladigi
engeldir. Mukoza fiziksel bir bariyer saglar ve genellikle yabanci maddelerin
bagirsaklardan ge¢mesini Onler. Bagirsak mukozasinda da c¢ok c¢esitli bagisiklik
hiicreleri bulunmaktadir ve bagirsagin bagisiklik sistemi ile etkilesime girmesine izin
verir. Laktik asit bakterileri de, bagirsak mukozasinda bagisiklik faaliyetini

uyarabilme Ozelligine sahiptirler (Perdigon,1993; Wedajo, 2015).

LAB mide gecisinde kolayca hayatta kalabilmelerinden  dolayr bu
mikroorganizmalari igeren yogurt, kefir ve peynir gibi gidalar, bagirsaklarda bulunan
LAB popiilasyonunu zenginlestirebilir. Bazi LAB, dogal olarak asidofilik
organizmalardir (biiyiime pH optimum 3.5 ile 6.5) ve hatta stratejiler gelistirerek
dayanabildikleri asidik pH'larini daha da iyilestirebilmektedirler ("Et ve yag"
bakimindan zengin diyetlerle beslenme ve kolon kanseri arasindaki iligki
Clostridia'nin safra asitlerini bagirsak mukozasinin neoplastik transformasyonundan
sorumlu olan kanserojen molekiillere metabolize etme 0&zelligi ile kismen
aciklanabilmektedir). Dolayisiyla LAB'nin rolii, sadece patojen bakterilerin
kolonizasyonunu onlemek degil, toksinlere ve endojen kaynakli mutajenik
molekiillere kars1 da savagmaktir (Pessione vd., 2012). Bu 6zelliklerinin yani sira
ince bagirsaklara ulasabilen LAB’nin katkisi ile laktozun glikoz ve galaktoza

parg¢alanmasi veya sindirilmesi hizlanabilmektedir (Hove vd., 1999).

2.4.2. Laktik Asit Bakterilerinin Epitel Yiizeye Tutunmasi ve Onemi

Gastrointestinal mukozada mevcut olan tim koruyucu mekanizmalara ragmen
insanlar, zaman zaman bakteri ve virlisleri de igeren enterik patojenlere maruz
kalmaktadirlar. Gastrointestinal sistemde enterik patojenler, sistemde var olan bakteri
popiilasyonunun {istlinde bir yogunlukta niifuz ederek enfeksiyon olustururlar
(Sekirov vd., 2010). Bu nedenle probiyotik 6zellik gdsteren bakterilerin bagirsak
mukozasina yapisabilmesi ve kolonize olabilmesi 6nem tagimaktadir. Dolayist ile

probiyotik mikroorganizma se¢imi yapilirken bagirsaklara tutunma yetenegi yiiksek
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olan mikroorganizmalar tercih edilmektedir (Ouwehand ve Salminen 2003;
Bermudez-Brito vd., 2012).

Probiyotik  mikroorganizmalar, bagirsak  epiteline  tutunma, patojenlerin
kolonizasyonunu azaltma, bagisiklik sistemini modiile etme, zarar goren mukozanin
tyilesmesini arttirma ve bagirsaklardaki kolonizasyon sayesinde gastrointestinal
hastaliklar: 6nlenme gibi 6zellikleri bakimindan onemlidirler. Ornegin mukozal
Lactobacillus sayismin azalmasmin Ulseratif Kolit ve Rotaviriis kaynakli ishal
olasiliginmi arttirabilecegi distiniilmektedir (He vd., 2001). Lactobacillus cinsi
bakteriler genelde hareketsizdirler ancak, flagellaya sahip bazi tiirleri hareket
edebilmektedir. Bu hareketliligin mikroorganizmaya toksik maddelerden sakinma ve
uygun yere taginma imkani verdigi ve bdylece ekosistemdeki diger bakterilere

nazaran istiinliik sagladigi diistiniilmektedir (Eryilmaz, 2011).

Besleme agirlikli yapilan galismalarda probiyotiklerin insan bagirsak mukozasinda
stirekli olarak tutunamadigi, 1-2 hafta sonrasinda fegeste bu mikroorganizmalara
rastlanilamadig1 goriilmiistiir. Bu nedenle probiyotiklerin kolonizasyon siireleri 6n
plana ¢ikmaktadir. Bagirsaklar bagisiklik sisteminde ¢ok 6nemli rol oynamaktadir.
Bu nedenle suslarin bagirsaklarda tutunabilme yetenegi ne kadar kuvvetli ise
mikroorganizmanin probiyotik olma 6zelligi o kadar artmaktadir. Ayrica probiyotik
mikroorganizmalarin, reseptorler i¢in patojenlere gore daha yiiksek afiniteye sahip
olduklar1 zaman veya daha yiliksek konsantrasyonlarda olduklarinda, bagirsaklarda
patojenlerin yerini alabildikleri gdzlenmistir. Ornegin yapilan bazi calismalarda,
Laktobasillerin, hasar gérmiis bagirsak dokusunun E. coli tarafindan
kolonizasyonuna engel olabildigi, kolonize olmadiginda ise hasar goérmiis dokunun
E. coli ve diger gram negatif bakteriler tarafindan kolonize edildigi ve iyilesme
sliresinin uzadig1 gortilmiistiir (Ouwehand ve Salminen, 2009). LAB, bagirsak epitel
hiicrelerine tutunmayi ve mukus ile etkilesimlerini gesitli yiizey belirleyicileri ile
saglarlar. Probiyotiklerin, patojen mikroorganizmalar1 mukustan diglayabilme
yeteneginin yine bu spesifik etkilesim ve ylizey proteinlerinden kaynaklandig:

diistiniilmektedir (Bermudez-Brito vd., 2012).

Son yillarda yapilan calismalar sonucu arkea ve bakterilerde en yaygmn yiizey

yapilarindan birinin ‘yiizey proteini’ veya ‘S-katmani’ olarak adlandirilan, protein alt
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birimlerinden olugsmus monomolekiiler diziler oldugu belirlenmistir (Sara ve Sleytr,
2000). Hiicre duvarinin en distaki bileseni olan S-katmanin molekiil agirlig1 40-200
kDa, kalinlig1 ise 5-25 nm’dir. Elektron mikroskobu ile gézlemlendiginde oblik, kare
veya altigen simetriler olusturan yapiya sahip oldugu goriilmiistiir (Sara ve Sleytr
2000; Frece vd., 2005; Johnson vd., 2013). Gram (+) ve Gram (-) bakterilerdeki S
katman1 yapisi ile arkealarda bulunan yapi1 birbirinden farklidir. Gram (+)
bakterilerde peptidoglukan veya psodomurein ile baglantili iken Gram (-)’lerde
lipopolisakkaritlere baglanir. Tipik bir S-katmani non-kovalent baglarla bagli, hiicre
¢eperinin en dis yapisini olusturan protein dizisi seklinde olup asidik ve hidrofilik
aminoasitlerden olugsmaktadir. Bu aminoasitler arasinda en ¢ok lizin, arjinin, histidin
ve metionin bulunmaktadir. S-katmaninin biyolojik fonksiyonlar1 arasinda; hiicre
korumasi, hiicre seklinin belirlenmesi, molekiiler ve iyon yakalama ile ylizeylere
yapisma yer almaktadir (Wasko vd., 2014; Meng vd., 2017). S-katman proteini ayni
zamanda viriilans 6zelliklerin tanimlanmasi, kanser ve antialerjik adjuvan tedavilerde

de siklikla kullanilmaktadir (Sara ve Sleytr 2000; Frece vd., 2005).

Yukarida verilen Ozelliklere ek olarak bir bakteri hiicresinin intestinal epitele
tutunmasindan sorumlu yapinin S-katmani oldugu diisiiniilmektedir. S-katmani tekrar
eden bir yapiya sahiptir ve bu tekrar eden yap1 sayesinde baglanmanin giiclendigi
diistiniilmektedir. Ayrica bakteri ylizeyinin siki bir sekilde kaplanabilmesi icin S-
katmanu iiretici genlerinin giiglii olmas1 gerekir. Bu duruma 6rnek L. acidophilus’dur.
S-katmani iretiminden sorumlu ‘laktaz dehidrogenaz’ geni iiretimini diger
mikroorganizmalardan farkli olarak iki kat fazla yapmaktadir (Sara ve Sleytr 2000;
Frece vd., 2005).

Yapilan ¢aligmalar sonucunda S-katmani ve benzeri adezinlerin membranlara bir lipit
parcas1 yoluyla baglandig1 ya da hiicre duvarina géomiildiigii belirlenmistir (Goh ve
Klaenhammer, 2010; Ossowski vd., 2011). Laktik asit bakterileri icerisinde S-
katmani proteinlerinin varligt ve onlar1 kodlayan genler o6zellikle L. brevis, L.
acidophilus, L. helveticus ve L. crispatus’da tespit edilmistir. Laktobasillerin yiizey
proteinlerini  genellikle c¢ogalmalar1 siiresince irettikleri ve insan kollajen
proteinlerine baglanma amaciyla kullandiklari, 6zellikle kollajen baglayici

proteinlerin, mikroorganizmalarin spesifik baglama kabiliyetini arttirdigi ve ayni
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zamanda bu ylizey proteinlerinin bagirsak patojenleri ile rekabette 6nemli bir rol

oynadig diistiniilmektedir (Yadav vd., 2013).

Insanlardaki in vivo bakteriyel adezyon c¢alismalarinda yer alan zorluklar nedeniyle
potansiyel probiyotik suslarin 6n se¢imi igin in vitro model sistemler gelistirilmistir.
Bu sistemlerde diisiik pH, pepsin, pankreatin, safra tuzlari, lizozim gibi sindirim
sisteminde bulunan bazi enzim ve bilesenlere karsi suslarin dayanikliklarinin yani
sira bagirsak epitel hiicrelerine tutunma yetenekleri de test edilmektedir (Kos vd.,
2003). Bakteriyel tutunma, baslangicta iki ylizey arasindaki spesifik olmayan fiziksel
etkilesimlere dayanmakta daha sonra adezinler (genellikle proteinler) arasindaki
belirli etkilesimler ve tamamlayict reseptorler sayesinde gerceklesmektedir. Bu
nedenle probiyotik suslarin otoagregasyon ve bagirsak epitel hiicrelerine tutunma
yetenekleri de test edilmektedir. Yine sik¢a belirlenen Ozelliklerinden birisi de
koagregasyon kabiliyetleridir. Bu 0Ozellik patojen mikroorganizmalar tarafindan
kolonizasyonu Onleyen bir bariyer olusturabilme yeteneklerinin belirlenmesi

bakimindan 6nem kazanmstir (Kos vd., 2003; Meng vd., 2017).

Agregasyon yetenegi, benzer hiicrelerin kiimeleserek otoagregasyon olusturmast,
farkli  genetik materyalli  hiicrelerin  koagregasyon olusturmasina  goére
belirlenmektedir. LAB agregasyon oOzellikleri sayesinde bulundugu yilizeye ve
birbirlerine yapisarak bir bariyer olusturabilirler (Kimet, 1997). Probiyotik
bakterilerin agregasyon olusturma yeteneklerinin, kendiliginden toplanma yoluyla bir
bariyer olusturma veya bagirsak mukozasinda kommensal mikroorganizmalarla
birlikte topaklanma seklinde oldugu bu sayede bagirsak mukozasina patojen
bakterilerin yapismasmin engellendigi disiiniilmektedir. Bu yiizden agregasyon
yetenegi istenen Ozellikler arasinda kabul edilmektedir. Probiyotik 6zellik gosteren
laktobasil suslarinin agregasyon mekanizmasi tam olarak belirlenemese de bunun
proteinler, glikoproteinler, taykoik asit gibi hiicre yiizeyi iizerindeki bilesenler
arasindaki karmagik etkilesimlerin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir (Goh ve
Klaenhammer, 2010). Agregasyonu destekleyen bazi etmenlerin ve bunlar1 kodlayan
genlerin varligi, L. crispatus, L. johnsonii, L. gasseri, L. paracasei ve L. coryniformis
dahil olmak iizere baz1 laktobasiller i¢in farkli ¢alismalarda belirlenmistir (Goh ve
Klaenhammer, 2010). LAB koagregasyon o6zelliginden dolayr bulundugu ortama

giren patojenlere agrege olarak onlar1 etkisiz hale getirir ve olas1 bir enfeksiyonu,
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bakterinin toksik etkisini engelleyerek onlemis olur (Kolenbrander vd., 1990).
Probiyotik  bakteriler, agiz  boslugunda  bulunan  mikroorganizmalarin
kolonizasyonunda da etkili olan tutunma ve/veya koagregasyon faktorleri gibi farkl
kolonizasyon mekanizmalarina sahiptirler. Laktobasillerin insanlarda ince ve kalin
bagirsaga tutunma ve kolonize olma mekanizmalari, hayvanlardaki tutunma ve

kolonizasyon mekanizmalarindan farklidir (Eryilmaz, 2011).

Bagirsak mukozasinda, enterik patojenlerin kolonize olmasi sonucu, durumu kontrol
altina almaya yonelik giiclii bir inflamatuvar cevap ortaya cikar. Ancak bazen bu
inflamatuar yanitin beklenmedik bir etki gostererek, bagirsak mikrobiyotasinin
yasayabilirligini azaltti§1 ve patojenin bosalmis nisleri isgal etmesine izin verdigi de
goriilmistir. Memeli bagirsagi son derece karmasik ve zengin bir ekosistemdir.
Bakteriler, sayisiz ekstraseliiler sinyal molekiilii tiretme-algilama yeteneklerine
sahiptirler ve bagirsak, konakgi ile patojenler arasinda olusacak c¢ok hiicreli
sinyallesme katmanlar1 icin kapsamli bir platform olusturmaktadir (Sekirov vd.,

2010).
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Sekil 2.5. Bagirsaklardaki mikrobiyota ve patojenler ile aralarindaki sinyal dagilimi
(Sekirov vd., 2010)

Sekil 2.5’de 7 farkl1 yol verilmistir. Bunlar bagirsaklardaki mikrobiyota ve patojenler
ile aralarindaki sinyal dagilimin1 anlatmaktadir. Birinci yol; mikrobiyota tarafindan
tiretilen molekiillerin patojenler ilizerinde de etkili olabildigini gostermektedir.

Ornegin, bagirsak mikrobiyotas1 tarafindan {iretilen otoindiiktor-3  (Al-3)
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Enterohemorajik Escherichia coli (EHEC)’in viriilansin1 aktive edebildigini
gostermektedir. Ikinci yol ise tersi sekilde patojenlerin de bagirsak mikrobiyotasini
etkileyip aktive edecek sinyaller iiretebildigini belirtmektedir. Ugiincii yolda
komensaller tarafindan iiretilen sinyallerin konak¢i hiicrelerini  etkileyebilme
yeteneginin oldugunu gostermektedir. Buna Ornek olarak B. thetaiotaomicron,
konakgr epitel yiizey fukosilasyonunu indiikleyen bir sinyal iiretebilmesi verilebilir.
Dordiincti yolda ise konakgi tarafindan iiretilen norepinefrinin enterik mikrobiyal
bilesimi etkileyebildigi yani konakg1 tarafindan iiretilen molekiillerin, kommensal
bakterileri de etkileyebildigi belirtilmektedir. Besinci yol; patojenlerin, konakg1
tarafindan algilanabilen molekiiller tretebildigini gostermektedir. Altinci yolda ise
konak¢1 hiicrelerin, patojenler tarafindan algilanan molekiiller retebildigini
gostermektedir. Yedinci ve son yolda ise farkli tiirlerin birbirleriyle etkilesime
girebildigini gostermektedir. Soru isareti ile verilen kisim ise bu etkilesimlerin
tamamen metabolik nitelikte olup olmadigi veya canli sinyal molekiillerinin

tiretilmesi yoluyla elde edilip edilmediginin su an bilinmedigini gostermektedir

(Sekirov vd., 2010).

2.5. Probiyotikler

2.5.1. Probiyotik mikroorganizmalarin ézellikleri

Insanlar tarafindan canli bakteri alimmin ilk kayitlar1 2000 yili askin bir siireyi
gostermektedir. Bununla birlikte probiyotikler Metchnikoff (1908) tarafindan
bilimsel bir temel iizerine konulmustur. Normal bagirsak mikroflorasinin konake1
tizerinde zaman zaman olumsuz etkilere neden olabilecegini ve bu etkiyi tersine
ceviren 'eksi siit' tiiketiminin oldugunu belirten bir hipotez 6ne siirmiistiir (Ali, 2010;

Harzallah vd., 2013).

Probiyotik kelimesi Yunanca bir terim olup “yasam i¢in” anlamina gelmektedir.
Antibiyotik tedavisiyle viicudun mikrobiyal dengesizliginin probiyotik agisindan
zengin bir diyetle saglanabilecegini 6ne slirmiistiir ve probiyotiklere referans olarak

gosterilen ilk oneridir (Vasiljevic ve Shah, 2008; Harzallah vd., 2013).
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Lilly ve Stillwell 1965 yilinda “Bir mikroorganizma tarafindan salgilanip baska
birinin biiylimesini destekleyen bilesiklerin” tanimlanmasinda probiyotikleri
kullanmislardir. Salminen ve Schaafsma ise probiyotikleri, sadece endojen
mikroflora tizerindeki etkileri ile kisitlamayip daha da genisletmislerdir. Salminen
probiyotigi “Konakg¢inin sagligini ve beslenmesini olumlu yonde etkileyen canli bir
mikrobiyal kiiltiir’’ olarak agiklarken Schaafsma “Oral probiyotikler agiz yoluyla
belirli sayida alindiklarinda 6zgiin temel beslenmenin 6tesinde saglik etkileri olan
canli mikroorganizmalardir.” seklinde tanimlamistir (Schrezenmeir ve Vrese, 2001,
Cakir ve Cakmake1, 2004; Giirsoy vd., 2005; Yasar ve Kurdas, 2009; Yesilova vd.,
2010).

Bir mikroorganizmanin probiyotik olarak tanimlanabilmesi igin zorunlu kriterler
bulunmaktadir. Bunlar LABIP (Laktik Asit Bakteri Endiistriyel Platformu)
tarafindan  belirlenmistir.  Buna  gore  probiyotik  potansiyeli  tasiyan

mikroorganizmalarin 6zellikleri sunlar olmalidir;

v Mikroorganizmalar, gelismis teknikler kullanilarak tanimlanmis, gilivenilir

suslar olmalidir.

v Susun kesin hatlarla tanisinin yapilmis olmasi gereklidir. Patojenik bir

gecmise sahip olmamalidir.

v Patojenlerle yarisabilmeli, rekabet sonucunda probiyotik suslarin bagirsak
epiteline patojenlerden Once tutunabilmesi veya agregasyon olusturabilmesi

gerekmektedir.

v Mide — bagirsak sisteminde probiyotik etkinin olusabilmesi i¢in kullanilan

suslar mide asitligine ve safra tuzlarina kars1 direngli olmalidir.

v Kullanilan susun teknolojik 6zelliklerinin probiyotik iiriin iiretimine uygun
olmas1 gerekmektedir. Biiyiik 6lcekte iiretime uygun, istenmeyen aroma bilesikleri
iretmeyen, fajlara karsi direncli suslar probiyotik iiretiminde basarili bir sekilde

kullanilabilmektedir. Uretim siiresince canli kalabilmelidir.

v Kullanilan sus iirlin igerisinde uzun siire canliligini koruyabilmeli, iirlinde
istenmeyen olusumlara neden olacak maddeler iliretmemelidir. Bunun yam sira
tirettigi bazi metabolitlerle ortamdaki patojen veya kontaminant bakterileri inhibe

edebilmelidir (Fuller, 1991, Alp ve Aslim, 2009; Ozdogan, 2011, Eryilmaz, 2011).
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Probiyotik mikroorganizmalarin en 6nemli grubunu LAB olusturmaktadir. Bunlarin
icerisinde Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleri en yaygin olarak kullanilanlaridir.
Ayrica probiyotik {iriinlerin hazirlanmasinda bazi bakteri cinsleri ile maya ve kiif
tirlerinden de yararlanilmaktadir (Uymaz, 2010; Varsha vd., 2014). Asagida Cizelge

2.1°de sik kullanilan probiyotik mikroorganizmalar verilmistir.

Cizelge 2.1. Sik kullanilan probiyotik mikroorganizmalar (Zoral, 2013; Varsha vd.,

2014).
BAKTERILER KUF VE MAYALAR

Lactobacillus Bifidobacterium Pediococcus Aspergillus
L. bulgaricus B. adolescentis P. cerevisiae A. niger
L. rhamnosus B. bifidum P. acidilactici A. oryzae
L. cellebiosus B. breve P. pentosaceus Saccharomyces
L. delbrueckii B. infantis Streptococcus S. cerevisiae
L. lactis B. longum S. cremoris S.boulardii
L. acidophilus B. thermophilum S. intermedius Candida
L. reuteri Propionibacterium S. lactis C. torulopsis
L. brevis P. shermanii S. diacetilactis Aspergillus
L. casei P. freudenreichii Bacillus A. niger
L. curvatus Bacteriodes B. subtilis A. oryzae
L. fermentum B. capillus B. pumilus
L. plantarum B. suis B. lentus
L. johsonli B. ruminicola B. licheniformis
L. helveticus B. amylophilus B. coagulans
L. salivarius Leuconostoc
L. gasse L. mesenteroides
L. sporogenes Bifidobacterium

Gastrointestinal kanallara gegen bakterilerin canli kalabilmeleri igin sindirim
enzimlerine ve safra tuzuna dayanikli olmas1 gerekir. Probiyotik bakteriler, bagirsak
mukozasinda yasayabilirler ve saglikli bir insan viicudunda florayr olustururlar.
Viicudun mukoz membranlarinda ve sindirim bdlgelerinde kolonize olarak, mukozal
ve sistemik bagisikligi diizenlerler. Ayrica laktik asit, asetik asit, bakteriyosin,
hidrojen peroksit gibi antimikrobiyal maddeler iireterek bagirsaklarda istenmeyen

mikroorganizmalarin ¢ogalma hizini kontrol ederler (Dogan, 2012).

Baz1 probiyotikler, -galaktosidaz enzimini sentezleyebilmeleri nedeniyle laktozu
pargalayabilmektedir. Dolayisiyla laktoz wvuciit tarafindan parcalanamasa da

probiyotikler araciligiyla pargalanarak emilimi saglanabilmektedir (Zhao vd., 2007).
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Probiyotiklerin antikanserojen etkilerini prokanserojenlerin bozunmasi, kanserojen
enzimlerinin (B-glukuronidaz, nitrorediiktaz, azorediiktaz gibi) aktivitesini azaltmasi
ve antimutajenik bilesenler olusturmasi ile sagladigi diisiiniilmektedir (Saarela vd.,
2000).

Antikanserojen etkilerinde bir diger 6nemli faktor de asetat, biitirat ve propiyonat
gibi kisa zincirli yag asitleri olusturmalaridir. Kisa zincirli yag asitleri antikanserojen
bilesenler arasinda gosterilmektedir. Ozellikle biitiratin histon proteinlerinin
fosforilasyonu ve asetilasyonu ile gen ekspresyonunu etkilemektedir. Probiyotikler
prebiyotik bilesenleri pargalayarak kisa zincirli yag asitleri olusturmaktadir. Bu
sebeple olusan sinerjistik etki sonucu simbiyotiklerin daha etkin antikanserojen
etkiye sahip oldugu belirtilmektedir. Bu goriis birgok c¢alisma ile de
desteklenmektedir (Comanne vd., 2005).

Probiyotik  6zellik gosteren mikroorganizmalarin  sahip oldugu diisiiniilen
ozelliklerinden birisi de kolesterol seviyesini diisiirmeleridir (Pinto vd., 2006).
Probiyotik mikroorganizmalarin bu etkilerinden dolayir son zamanlarda bu alandaki
caligmalar hiz kazanmistir (Iranmanesh vd., 2014; Chang-Qing ve Rong 2015; Alp
ve Ertiirkmen 2017).

Yapilan caligmalar sonucu L. acidophilus’un bazi suslarinin kolesterolii asimile
edebildigi (Rasic vd., 1992), probiyotik Laktobasillerin ve Bifidobakterlerin safra
tuzlarimi serbest asitlere pargalayarak, konjuge safra tuzlarinin intestinal sistemden
daha hizli uzaklastirilmasini sagladiklar1 gézlenmistir. Bunu serbest safra tuzlarinin
viicuttan atilmast ile Kolesterolden yeni safra asitlerinin sentezinin yapilmasini
dolayisiyla viicuttaki toplam kolesterol konsantrasyonunun diismesini saglayarak
yaptiklart diisiiniilmektedir (Laurens-Hattingh ve Viljoen, 2001; Alp ve Ertiirkmen,
2017). Diger bir diisiince ise probiyotik LAB’nin asit iiretimi sonucu diisen pH
degerlerinin, dekonjuge safra tuzlar ile kolesteroliin presipitasyonuna neden oldugu
ve bdylece kolesteroliin azalmasimmi sagladigi seklindedir (Cakir, 2003; Alp ve
Ertiirkmen, 2017).
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2.5.2. Probiyotiklerin etki mekanizmasi

Probiyotikler, gastrointestinal sistemdeki etkinliklerini farkli mekanizmalar ile
gostermektedirler. Bunlar arasinda, antibakteriyel maddeler salgilamak, bagirsak
duvarina yapismalarin1 6nlemek icin patojenlerle alan yarisina ve patojenlerin
hayatta kalmasini engellemek icin besin rekabetine girmek, bagirsak epitelinde
enfeksiyonun bazi sonuglarini tersine c¢evirecek sekilde salgi degisiklikleri yapmak
ayrica bakteriyel metabolizmay1 bozan ya da liretilen toksini inhibe etme 6zelligi
olan organik asit, hidrojen peroksit ve bakteriosinler gibi maddeler salgilamak
seklindedir (Varsha, 2014; Wedajo vd., 2015).

Probiyotik mikroorganizma secimi igin ana kriterlerden biri, bagirsaklarda patojenler
ile besin ve alan i¢in yarisma yetenekleridir. Probiyotikler gastrointestinal sistemin
mukozal yiizeyi tizerindeki stereospesifik (iic boyutlu/uzaysal yapiya 06zgiil)
reseptorler i¢in patojenlerin yapismasini geciktirerek veya engelleyerek onlarla
rekabet ederler. Mikrofloranin gelisimi ve patojenlerle olan rekabetgiligi, reseptorlere
yapisabilmesi, probiyotiklerin 6zgiilliigiine ve yaklasik konsantrasyonlarina baglidir.
Probiyotiklerin etkinlik gosterebilecegi miktarlar1 ise reseptor bolgelerine olan bu
ozgiilliikleri ile belirlenebilmektedir (Salminen vd., 2005; Toma vd., 2006). Farkli
probiyotikler ve hatta farkli suslarin farkli etki modlar1 bulunmaktadir (Toma vd.,
2006).

Ornegin Saccharomyces boulardii’nin Clostridium difficile kaynakli bagirsak
hastaliginda, S. boulardii’nin bagirsak mukozasindaki toksin reseptoriiniin
bozunumunu o6nledigi diisiiniilmektedir. Diger varsayilan mekanizmalar arasinda,
enterositler arasindaki siki baglanti noktalarimin gii¢lendirilmesi, IgA {iretiminin
arttirtlmas1 ve hiimoral ve/veya hiicresel bagisikligin uyarilmasidir (Varsha, 2014).

Sekil 2.6’da probiyotik mikroorganizmalarin etki mekanizmalar1 sematize edilmistir.
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Sekil 2.6. Probiyotik mikroorganizmalarin etki mekanizmalar1 (Hevia vd., 2015)

Ozetle, probiotiklerin genellikle gastrointestinal sistem ve iliskili bagigiklik sistemini
etkiledigi diistiniilmektedir. Farkli probiyotik bakterilerin etkilerini arastirmak icin

cesitli galigmalar yapilmistir ve yapilmaya devam etmektedir (Varsha, 2014).

2.5.3. Probiyotik ozellik tasiyan laktik asit bakterilerinin 6zellikleri

2.5.3.1. Diisiik ph ve safra tuzlarma direng

Probiyotikler, ince ve kalin bagirsaklara ulagabilmek i¢in asidik ortamlara dayanikli
olmalilardir (Corcoran vd., 2005). Bu nedenle lizozim basta olmak fiizere, agiz
boslugunda bulunan enzimlere dayanikli olmasi ve midenin gastrik ortamindan (pH
1.5-3.0) etkilenmemelidir (Eryilmaz, 2011). Lactobacillus suslarinin dogasinda bu
Ozellik bulunmasina ragmen bazi tiirler ve suslar arasinda pH 3.0 ve altinda
duyarhiliklart artanlar da goriilmektedir. Asit toleransi probiyotik olma o6zellikleri
igerisinde istenilen bir 6zelliktir. Probiyotiklerin gastrik transit c¢aligmalari hem
yapay mide suyu hem de hayvan ve insan gastrik sulari ile ¢alisilmaktadir. Ancak bu
caligmalarin her ikisinin de sinirlar1 vardir; bunlardan bazilari mide sekresyonlarinin

ve diyetteki bilesenlerin probiyotik sag kalim {izerindeki etkisidir. Bunlara ek olarak
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caligmalarda kullanilan asitlendirilmis MRS ortam1 gibi tamponlama 6zelligi olan
ortamlarin bu g¢alismalarda kullanilmasi, bakterilere enerji ve metabolik Onciiler
saglayarak asite karsi koruma saglayabilir. Bundan yola ¢ikarak gastrointestinal
yolda probiyotiklerin hayatta kalmayr arttirmalar1 ig¢in gida bilesenlerinin
kullaniminin kapsamli bir sekilde incelenmesi gerektigi belirtilmektedir (Corcoran
vd., 2005).

Probiyotik mikroorganizmalar gastrointestinal sistemden gegebilmek i¢in diisiik pH
nin yani sira safra tuzlara karsi da direngli olabilmelidirler. In vivo testler maddi
olarak pahali, zaman isteyen ve etik kurul denetimi gerektiren testlerdir (Dixit vd.,
2013). Safra tuzlarmin bakterilerin gelisimi tizerindeki etkisinde, safra tuzu
konsantrasyonu ile bakteri karakteristigi arasinda iliski bulunmaktadir. Bakteriler,
bagirsak yolunun tagima siirecinde, farkli safra tuzu konsantrasyonlarinda hayatta
kalma kabiliyetine sahip olabilirler. Dolayisiyla, insan gastrointestinal sisteminde asit
ve safra tuzu kosullarinda hayatta kalabilen suslar, potansiyel probiyotik

mikroorganizmalardan biri olarak kabul edilir (Soliman vd., 2015).

2.5.3.2. Pepsin ve pankreatine kars: direng

Sindirim enzimleri, yaglarin, proteinlerin ve karbonhidratlarin pargalanmasinda ve
sindirim sisteminin dahil oldugu tehlikeli hastaliklarin engellenmesinde gorev alir.
Sindirim sistemi elemanlarindan biri olan pankreas, bir endokrin ve bir ekzokrin
boliimden olusmaktadir. Endokrin boliim, insiilin, glukagon ve somatostatin
salgilanmasindan sorumlu olan Langerhans adaciklarindan olusur. Ekzokrin bdliim
ise (akinus kesecikleri) sindirim enzimlerini tiretir (Roxas, 2008). Proteazlar, protein
/peptitlerin daha kiigiik peptidler ve amino asitler haline gelmesinden sorumlu olan
mide (pepsin) ve ince bagirsakta (tripsin ve kimotripsin) agirlikli olarak bulunan

enzimlerdir (Bublin vd., 2008; Hur vd., 2011).

Probiyotik suslardan fizyolojik, immiinolojik, metabolik, genetik ve teknolojik
Ozelliklerin yani sira toksisite, patojen olmama, bagisiklik tepkilerini modiile etme
kabiliyeti ve antimikrobik maddelerin iiretimi gibi faydali 6zelliklere sahip olmalari
ayrica hedef bolgeye yapisabilme, gastrik asit ve safraya direnebilme, gastrointestinal

sistemde hayatta kalabilme ve ¢ogalabilmenin yani sira Salmonella typhimurium,
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Listeria monocytogenes, Helicobacter pylori ve Staphylococcus aureus gibi patojen
bakterilere karsi antagonize olabilme gibi 6zellikleri de igermeleri beklenmektedir
(Sung-Mee vd., 2009).

Probiyotiklerin bu 6zelliklerini belirlemek amaciyla yapilan bir in vitro sindirim
modelinde yer alan enzim tiirleri; arasgtirilan baglica gida bilesenlerini, 6rnegin lipid
sindirimi i¢in lipazlar, protein sindirimi i¢in proteazlar ve nisasta sindirim igin
amilazlar1 igermelidir (Hur vd., 2011). Sindirim isleminin farkli asamalarinin
denemelerini dogru yapabilmek i¢in farkli enzimlerin genellikle birlikte ¢aligmaktan
ziyade sirayla ilave edildigi unutulmamalidir. Bir¢ok in vitro mide ve ince bagirsak
benzetme modellerinde de pepsin ile ardisik olarak pankreatin verilmektedir (Boisen
ve Eggum, 1991; Hurvd., 2011).

Abdel-Aal vd., (2008) yaptigi ¢alismada {i¢ enzimli (tripsin, kimotripsin ve peptidaz)
bir basamakli sindirimin, iki enzimli (pepsin ve pankreatin) iki basamakli sindirim
yontemiyle elde edilen degerden yaklasik % 39-66 daha yiiksek sindirilebilirligi
sagladigimi belirlemistir. Ug enzimli sindirim ydnteminin in vivo kosullarla
karsilastirilabilecegini ve kompleks enzimleri (6rnegin tiikiiriik, mide suyu, duodenal
su veya safra suyu karisimi) kullanan in vitro sindirim yontemlerinin tek enzim
kullanilan yontemlere kiyasla daha tekrarlanabilir olma avantajina sahip oldugunu
gormiistiir. Proteolitik enzimlerin se¢iminin, sindirim kosullart ve protein
hidrolizatlarinin analizi i¢in kullanilan yontemlerde protein sindirilebilirligi tizerinde

onemli bir etkisinin oldugunu belirlemistir.

2.5.3.3. Fenol direnci ve lizozim toleransi

Mide s1visi, gastrik mukozada meydana gelen salgilarin bir karisimdir. Yetiskin bir
insanda normal yemek ve aglik periyotlarini iceren 24 saatte 2-3 litre mide sivisi
salgilanmakta olup, mide sivisinin bilesiminde % 97-98 oraninda su bulunmakta, geri
kalani ise inorganik maddeler ve organik maddelerden olugsmaktadir. Mide sivisinda
bulunan baslica inorganik maddeler; anyon olarak CI, HCO3", PO4 ve SO42; katyon
olarak ise H*, K*, Na*, Ca*? ve Mg*®’dur. Ayrica mukus, pepsin, intrinsik faktor,
gastrik lipaz, niikleazlar, rennin (kimozin), lizozim, LDH, {ireaz ve karbonik anhidraz

mide sivisinda bulunan organik maddeleri olusturmaktadir (Goger vd., 2016).
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Lizozim ticari olarak kullanim alanina sahip olan tek antimikrobiyal enzim olarak
bilinmektedir (Sudagidan, 2013). Serum proteinleri arasinda yer alan lizozim enzimi,
bakteri hiicre duvarinda bulunan N-asetil miiramik asit ile N-asetil glikozamin
arasindaki B-1,4 glikozidik bagi pargalayarak bakterilerin parcalanmasina yol agan

antimikrobiyal bir enzimdir (Akman, 1967; Giir vd., 2010; Sudagidan, 2013).

Probiyotik mikroorganizmalar, bagirsak sisteminde kanserojen bilesiklerden (fenol,
nitrozamin) bazilarini inaktive ederek veya inhibe ederek, bagisiklik yanitini tesvik
ederler. Prokanserojenleri kanserojene ¢eviren nitro-rediiktaz, azorediiktaz ve beta-
glukuronidaz gibi enzim aktivitelerini indirgedikleri de belirtilmektedir.
Bifidobakteriler, sekerleri fermente ederek asetik, formik ve laktik asit
tiretmektedirler. Buna baglh olarak, bagirsak pH’s1 diismekte, bdylece bazi patojen
bakterilerin gelismesini engellemektedirler. Ayn1 zamanda Bifidobakteriler diisiik pH

ile bakteri toksinlerini, fenol ve aminlerin tiretimini de kisitlarlar (Can, 2007).

2.5.3.4. Antibiyotik direnci

Antibiyotiklerin kesfi insanlik tarihi agisindan bir doniim noktast niteligindedir ve
milyonlarca insanmn hayatinin kurtulmasini saglamistir. Uretim sekli ve orjinine gore
antibiyotikler dogal, yar1 sentetik ve sentetik olarak smiflandirilir. Dogal
antibiyotikler organizmalarin ikincil metabolitleri olup, bu organizmalarin dogada

canliligin1 devam ettirebilmesi i¢in sentezlenmektedir (Ferrer vd., 2017).

Antibiyotiklerin tedavi edici 6zelliklerinden etkilenen bakteri suslari, biiyiik 6l¢iide
gelismis ve kendilerine stratejiler gelistirmislerdir. Bunlar direng ve tolerans olarak
adlandirilmaktadir (Salminen vd., 1998; Ashraf ve Smith, 2016). Bir bakterinin,
antimikrobiyal bir ajanin 6ldiirlicii veya iiremeyi durdurucu etkisine karsi koyabilme
yetenegi direng olarak tanimlanmaktadir. Direng gelisimi gereksiz ve uygunsuz
antibiyotik kullanimina baglanmakla birlikte bakterilerin olumsuz ¢evre kosullarina

adapte olabilmek i¢in gelistirdigi bir savunma mekanizmasidir (Yiice, 2001).
Yaygin antibiyotik kullanimi ve bakterilerin olumsuz ¢evre kosullarinda yasamini
siirdiirmek i¢in kullandigr savunma mekanizmalarmin da antibiyotik direncinin

olusmasina etki ettigi (Kankaya vd., 2017) ayrica diren¢ durumunda antibiyotigin
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cok yiiksek konsantrasyonlarda kullanilmadigi ve mikroorganizmanin antibiyotigin
stirekli bulunmast durumunda dahi gelisim gosterebildigi diisiiniilmektedir (Salminen

vd., 1998; Ashraf ve Smith, 2016).

Tolerans ise tedavi siiresinin smirli olmasina ragmen yiiksek antibiyotik
konsantrasyonlarinda, mikroorganizmanin hayatta kalabilmeyi sagladigi durumdur

(Salminen vd., 1998; Ashraf ve Smith, 2016).

Insan tedavisinde kullanilan antibiyotikler ile hayvanlarda kullanilan antibiyotikler
arasinda ¢apraz diren¢ bulunmaktadir. Capraz diren¢ sonucunda hayvan gelisiminde
kullanilan antimikrobiyaller, insanlarda tedavi amaciyla kullanilan ilaglara dirence

neden olmaktadir (Kankaya vd., 2017).

Probiyotik mikroorganizma seciminde antibiyotik direncinin Onemi ise bu
bakterilerin direng genlerini transfer etme Kkapasitelerinin olmasindandir.
Probiyotikler bagirsaga girdiginde yerli flora ile etkilesime girerler ve gen aktarimi
meydana gelir. Bu yolla gastrointestinal sistemde bulunan kommensal veya patojen
bakterilere antibiyotik diren¢ genlerinin aktarilmasina katkida bulunabilirler (Quinto
vd., 2014).

Probiyotik suslarda antibiyotik direncinin belirlenmesi fenotipik ve genotipik
yontemlerle yapilabilmektedir bunlar;
I.  Her bakteri susu i¢in en uygun antibiyotiklerin minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MiK) ile belirlenmesi (Quinto vd., 2014; Florez vd., 2007).
[l.  PCR tabanl teknikler ve mikroarray analizi kullanim: (Ammor vd., 2008;
Korhonen vd., 2010; Quinto vd., 2014).

2.5.3.5. Ekzopolisakkarit iiretimi ve kolesterol asimilasyonu

Ekzopolisakkaritler, (EPS) diiz veya dallanmis monosakkaritlerin glikozidik bag ile
baglanmas1 sonucu olusan, yiiksek molekiil agirligina sahip polimerlerdir (Yalgin,
2016). Homopolisakkarit ve heteropolisakkarit olmak tizere iki grupta
smiflandirilmaktadir. Homopolisakkaritler, {i¢ veya daha fazla monosakkaritten
olusurken, heteropolisakkaritler farkli monosakkaritlerin birlesmesiyle olusmaktadir

(Minervini  vd., 2010). Heteropolisakkaritler ¢ogunlukla hiicre icerisinde
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sentezlenirler ve bakteriyel EPS grubunun 6nemli bir kismini olusturmaktadirlar
(Donot vd., 2012). Mikrobiyal EPS’ler hiicresel lokasyonlari, fiziksel ve kimyasal
yap1 Ozellikleri ve fonksiyonlar1 baz alinarak ii¢ ana sinifa ayrilmaktadir. Hiicre
duvarmin bileseni olan lipopolisakkaritler, hiicre i¢i karbon ve enerji kaynag1 gérevi
goren sitozolik polisakkaritler ve slim veya kapsiil formunda dis ortama salgilanan
ekzopolisakkaritler olarak ayrilmaktadir (Yalgmn, 2016). EPS’ler, bakteri suslarinin
cogalma evresinde susa ve c¢ogalma evresinin farkli kademelerine bagli olarak
degisen kosullarda sentezlenmektedir. Sentez olayr hiicre disinda veya hiicre
membraninda ger¢eklesebilmektedir (Ergene ve Avci, 2016). EPS’lerin biyosentezi,
bir¢cok bakteri susu i¢in énemli bir 6zellik olmaktadir. Sentez igin farkli enzimlerin
varligina gereksinim olmakta ve EPS biyosentezinde rol oynayan enzimlerden

bazilar1 lipopolisakkaritlerin sentezinde de yer almaktadir (Yalgin, 2016).

EPS iireten LAB, gida iirlinleri ve fermente siit irlinlerinde o6zellikle tekstiir
Ozelligini gelistirme Ozelliklerinden dolayr Kkullanilmaktadir (Boels vd., 2001).
Yapilan birgok c¢alisma sonucunda EPS kolesterolii diisiirmeye yardimci oldugu,
bagirsak florasini diizenledigi ve anti-iilser aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir
(Yalgin, 2016). EPS iireten mikroorganizmalar arasinda L. bulgaricus, L. brevis, L.
helveticus, Bacillus spp., L. mesenteroides, L. lactis ve Streptococcus spp. tiirleri
oldugu bilinmektedir ve bu mikroorganizmalarin EPS iiretip/iiretmedigi tespiti
yapilirken kat1 besiyerinde kolonilerin mukoid goriiniisii ve siv1 besiyerinde oldukca

viskoz bir ortam olusturmalarindan yararlanilmaktadir (Singha, 2012).

Kan dolagimindaki yiiksek kolesterol miktari insanlarda kalp-damar sistemi
hastaliklar1 i¢in risk faktorii olusturmaktadir. Kalp-damar sistemi hastaliklari, kanda
asirt kolesterol bulunmasi ile yakin iliskili olan ve gelismis tilkelerdeki Oliim
sebepleri igerisinde en yiiksek orana sahip olanlardan birisidir (Ahire vd., 2012; Xie
vd., 2011; Ahn vd., 2003; Castorena-Alba vd., 2017). Yiiksek seviyede toplam
kolesterol ve oOzellikle kabul edilir smirlarin iizerinde olan diisiik yogunluklu
lipoprotein (LDL) kolesterol, hiperkolesterolemiye neden olmaktadir (Burhan vd.,
2017). Viicudumuzda kolesterol sentez hizi ile kolesterol atilim hizi farkh
olabilmektedir. Bu nedenle dengenin saglanabilmesi i¢in baz1 diizenleyici
mekanizmalar mevcuttur. Kolesterol viicudumuzdan iki sekilde atilmaktadir. ilk yol

fecesle atilan safra asitlerine doniistiiriilmesi seklinde olup, ikinci yol ise safra icine
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salgilanarak atilabilmesi ig¢in bagirsaklara ulagtirilmasi seklindedir (Champe ve
Harvey, 1997). Bu iki yoldan ikincisi olan yani safra igerisine salgilanmasi seklinde
gergeklesen yol kolesteroliin, viicuttan atilmasi i¢in izlenen en énemli yoldur. Serbest
kolesterol, sulu ¢ozeltilerde neredeyse hi¢ ¢oziinmez fakat safrada, safra asitleri ve
lesitin gibi lipitler vasitasiyla ¢ozilinebilir hale gelir (Tok, 2007). Safra asitleri ¢ok
basamakli bir metabolik yol izleyerek karaciger tarafindan sentezlenirler. Olusan
bilesikler “primer” safra asitleri olarak adlandirilan kolik asit ve kenodeoksikolik
asittir. Enterococcus, Bifidobacterium, Fusobacterium, Clostridium, Bacteroides ve
Lactobacillus gibi bagirsak bakterileri glisin ve taurin aminoasitlerini safra
tuzlarindan, safra tuzu hidrolaz (BSH) enzimini kullanarak ayirabilmektedirler. Bu

olaya “dekonjugasyon” ad1 verilir (Champe ve Harvey, 1997).

Safra asitlerinin deterjan etkisi, konjuge safra tuzlarina kiyasla daha azdir. Bu
nedenle dekonjuge olmus (serbest) safra asitleri kolesteroliin emiliminde, konjuge
safra tuzlar1 kadar etkili degildirler. Bu sebepten dolayr safra tuzu
dekonjugasyonunun, kolesteroliin ¢éziiniirliigiinii azalttig1, dolayisiyla bagirsaklardan
emilimini ve ayrica enterohepatik dongiiyle karacigere donen safra asidi miktarini
azalttigi  bundan dolayr da karacigerdeki safra asidi iretimini arttirdigi
diistiniilmektedir (Hofmann vd., 1983; Gilliand vd., 1985; Champe ve Harvey 1997,
Ahn vd., 2003; Tok, 2007; Tok ve Aslim 2010; Anila vd., 2016). LAB’nin probiyotik
olma oOzellikleri arasinda diisiik asit ve safra tuzlarmma karsi direng gostermeleri
bulunmaktadir. Ayrica bazi probiyotik suslarin kandaki yiiksek kolesterol seviyesini
diistirebilme yeteneklerinden dolayr son yillarda bu amagla kullanimlar1 giindeme
gelmistir (Pinto vd., 2006; Tok, 2007; Moal ve Servin, 2014; Iranmanesh vd., 2014;
Chang-Qing ve Rong 2015; Arief vd., 2015; Syah vd., 2017; Burhan vd., 2017).

Calismalar, plazma kolesterolii ve diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterolii (LDL)
diistirmek i¢in bazi kiiltiirleri i¢eren siit iirlinlerinin tiiketiminin faydali olabilecegini
gdstermistir. Insan, fare, domuz ve sicanlarda yapilan ¢alismalar sonucu LAB’nin
serum Kolesteroliinii azaltmada 6nemli bir etki gosterebilecegi goriilmiistiir. Ozellikle
Lactobacillus cinsine ait bazi tiirlerin potansiyel hipokolesterolemik aktiviteye sahip
oldugu gozlemlenmistir. Bu nedenle probiyotik igeren siit iiriinlerinin tiiketimi,
serum kolesterolii diisiirmek icin tavsiye edilmektedir (Wang vd., 2014).

Probiyotiklerin hangi mekanizma ile serum kolesterol diizeylerini diisiirdiigli heniiz
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tam olarak aydinlatilamamistir. Diigiiniilen olas1t mekanizmalar arasinda kolesteroliin
bakteri hiicresi tarafindan asimilasyonu, bakteriyel asit hidrolazlar ile safra asitlerinin
dekonjugasyonu, kolesteroliin bakteri duvarmma baglanmasi, hepatik kolesterol
sentezinin inhibisyonu veya kolesteroliin plazmadan karacigere dogru yon
degistirmesi vardir (Noh vd., 1997; Kopp-Hoolihan vd., 2001; Kaur vd., 2002; Gill
ve Guarner, 2004; Coskun, 2006; Belviso vd., 2009).

2.5.3.6. Antimikrobiyal etki

Probiyotik mikroorganizmalarin genel olarak, bagirsakta bulunan zararli ve yararh
bakteriler arasindaki dengenin kurulmasinda ve C. difficile, C. jejuni, H. pylori ve
Rotavirus gibi gastro enterik patojenler lizerinde antagonistik etki gibi spesifik
etkilere kadar genis bir yelpazede etkilere sahip olduklar1 bilinmektedir. Bu sayede
saglikli bir sindirim sisteminin olusmasina katkida bulunduklar1 diisiiniilmektedir

(Bilkova vd., 2011).

LAB’nin diger mikroorganizmalara kars1 gosterdigi antogonistik aktivite; tirettikleri
laktik ve asetik asit gibi organik asitler, H202, diasetil, alkol ve COznin yan sira
bakteriyosin veya bakteriyosin benzeri metabolitlerden kaynaklanmaktadir. Tiim bu
bilesenler ayr1 ayri inhibitdr etki gostermelerine karsin LAB’nin diger
mikroorganizmalara kars1 antogonistik etkisi bunlarin yalnizca birisine bagh
olmayip, kombinasyon sonucuda ortaya ¢ikabilmektedir (Con vd., 2001; Bilkova
vd., 2011; Nigam vd., 2012).

LAB igerisinde Lactobasillus cinsine ait tiirlerin gesitli bakteriyel enfeksiyonlara
kars1 etkili oldugu goriilmiistiir. Bu yararl etkilerini ise laktik asit, hidrojen peroksit
ve benzeri antibakteriyel maddelerin salgilanmasi ile sagladiklart bunun sonucu
olarak da patojenlerin biiylimesini engelleme yetenegi gosterdikleri diisiiniilmektedir

(Jamalifar vd., 2011).

Yapilan bazi ¢aligmalarda Lactobacillus cinsine ait suslarda gidadan izole edilenlere
kiyasla insan izolatlarinin patojenik mikroorganizmalara karsi daha 1iyi bir
antagonistik aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Dasari vd., 2014). Ayrica yapilan
caligmalar sonucu o6zellikle L. plantarum susunun vitaminlerin sentezi veya konak
immiinomodiilatér partikiillerin {iretimi gibi metabolik siirecler saglama yetenegine

sahip oldugu goriilmiistiir (Oldak vd., 2017).
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2.5.3.7. Sindirim sistemi modelleri

Probiyotik mikroorganizmalarin in vitro ortamda canlilik diizeyini saptamak tizere
bircok statik model tasarlanmis olmakla birlikte, s6z konusu modeller
gastrointestinal sistemdeki ardisitk ve farkli Ozelliklerdeki kosullar1 simiile
edememekte; daha gilivenilir sonuclarin elde edilebilmesi igin insan gastrointestinal
sisteminin farkli kisimlarini bir arada simiile edebilen dinamik in vitro
gastrointestinal modeller gelistirilmektedir (Sumeri vd., 2008; Goger ve Kiigiikgetin
2016).

Gidalarin ~ sindirimini  simiile edebilmek i¢in sadece sindirim sisteminin
biyokimyasini géz Oniinde bulundurmak yeterli olmamakta, sindirim sirasindaki
diger islemlerin de esit diizeyde dikkate alinmasi gerekmektedir. Dolayisiyla cesitli
sindirim iglemlerini géz ardi eden statik sindirim modellerinden, biyokimyasal,
fiziksel ve mekaniksel islemleri bir arada ele alan dinamik modellere dogru yonelme
olmaktadir (Wickham vd., 2009; Géger ve Kiigiikgetin, 2016). Sindirim modellerinin
isleyisleri, baz1 ozellikler bakimindan farklilik gostermektedir bunlar arasinda;
modelin icerdigi basamak sayist ve ¢esidi (6rnegin; agiz, mide, ince bagirsak, kalin
bagirsak), basamaklarda kullanilan sindirim sivilarinin bilesimi (6rnegin; enzimler,
tuzlar, tamponlar, biyolojik polimerler ve yiizey aktif bilesenler) ve basamaklardaki
mekanik uygulamalar ile siv1 akis tipi ve hiz1 (6rnegin; uygulanan mekanik hareketin
blytikligl ve yonii, akis geometrisi ve akis profili) bulunmaktadir (Wickham vd.,
2009; Goger ve Kiigiikgetin, 2016 ).

Sindirim modellerinde en c¢ok sindirim enzimleri (pankreatin, pepsin, tripsin,
kimotripsin, peptidaz, amilaz, lipaz), safra tuzu ve miisin kullanilmaktadir. Farkli tip
ve konsantrasyonda enzim kullanilmasina ragmen, sindirim modellerinin tiimiinde
islem sicakligr 37°C’ye ayarlanmaktadir. Sindirim siiresi olarak mide, ince bagirsak
ve kalin bagirsak boliimlerinin her biri i¢in ¢ogunlukla ikiser saat kullanilmaktadir

(Hur vd., 2011; Goger ve Kiigiikgetin 2016).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Tez calismasi kapsaminda Afyonkarahisar, Antalya, Erzincan, Isparta ve Izmir
illerinden (44 adet peynir (yerel pazarlardan) 20 adet fermente sucuk (yerel
isletmelerden), 9 adet ev yapimi ¢esitli tursu, 2 adet liyofilize kirmizi biber, 3 adet
tarhana ve 16 farkli taze meyve ve bitki) 6rnekler toplanarak izolasyon materyali
olarak kullanilmistir. Arastirmada 2015 yili Eylil ayr ile 2016 yili Nisan ayimi
kapsayan sekiz aylik siire boyunca toplam 94 adet Ornek taranarak muhtemel

Lactobacillus izolasyonu yapilmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Muhtemel Laktobasil suslarinin izolasyonu ve cins diizeyinde tanisi

Muhtemel laktobasil suslarinin izolasyonu i¢in alinan 6rneklerden aseptik kosullarda
10’ar gram tartilarak 90 ml steril % 0.85 ‘lik fizyolojik tuzlu su (FTS) ¢ozeltisinde
homojenize edilmistir. FTS kullanilarak 107° seyreltiye kadar diliisyon serisi
hazirlanmistir. Hazirlanan diliisyonlarin ekimleri De Man Rogosa Sharpe Agara
(MRS) yapilmistir (Coeuret ve ark., 2003). Ornek diliisyonlar1, drigalski spatiilii ile
homojen bir sekilde yayilarak petri kutular1 30°C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Segilen izolatlarin mikroskobik morfolojileri Gram boyama yontemiyle
hazirlanan preparatlarin 151k mikroskobunda (Zeiss, Almanya) incelenmesi ile tespit
edilmistir (Schillinger ve Liicke, 1989). Katalaz testi icin MRSA ortaminda
gelistirilen bakteri kolonileri lam iizerine aktarilarak, lizerine % 3’liikk hidrojen
peroksit (Merck, Darmstadt, Almanya) ¢ozeltisinden damlatilmis ve gaz ¢ikist olup
olmadig1 mikroskop altinda incelenmistir. Gaz ¢ikis1 gozlenen lamlarda test pozitif,
gozlenmeyen lamlarda ise negatif olarak degerlendirilmistir. Denemelerde S. aureus
ATCC 25923 pozitif, E. faecalis ATCC 29212 ise negatif kontrol olarak
kullanilmistir. Elde edilen saf kiiltiirler uygun besiyerlerinde gelistirildikten sonra %

20 (v/v) gliserol ortaminda -18°C’de muhafaza edilmistir (Cakir, 2003).
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3.2.2. Lactobacillus suslarinin ph 9.6’da gelisiminin belirlenmesi

Lactobacillus suslarinin pH 9.6°da gelisiminin belirlenmesi amaciyla MRS sivi
besiyeri otoklav sonrasi pH’s1 9.6 olacak sekilde ayarlanmistir. 30°C’de 18 saat
gelistirilen izolatlar, %1 oraninda inokiile edilerek 37°C’de 18 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun sonunda pH 9.6’da gelisim gdstermeyen mikroorganizmalarin

Lactobacillus cinsine ait olabilecekleri diistintilmistiir (Morandi vd., 2006).

3.2.3. % 6.5 NaCl direngliliklerinin belirlenmesi

Lactobacillus suslarinin % 6.5 NaCl’de gelisiminin belirlenmesi amaciyla MRS s1vi
besiyeri igerisinde % 6.5 NaCl olacak sekilde hazirlanmistir. 30°C’de 18 saat
gelistirilen izolatlar, % 1 oraninda inokiile edilerek 37°C’de 18 saat inkiibe edilmistir

(Morandi vd., 2006).

3.2.4. Glikozdan gaz olusturma ozelliklerinin belirlenmesi

Glikozdan gaz olusturma ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla MRS sivi besiyerine
30°C’de 18 saat gelistirilen izolatlar % 1 oraninda inokiile edilmis, 30°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda durham tiiplerinde olusan gaz
kabarciklart incelenmis ve gaz olusturma Ozelliklerinin varligi belirlenmistir

(Basyigit, 2004; Facklam vd., 1989).

3.2.5. Safra tuzuna karsi gelisimlerinin belirlenmesi

Denemelerde MRS sivi besiyerinde 30°C’de 18 saat gelistirilen bakteri kiiltiirleri
kullanilmistir. Gelismenin ardindan kiiltiirler safra tuzuna karsi direng 6zelliginin
belirlenmesi amaciyla % 1 oraninda safra tuzu igeren Fosfat Tamponu Cozeltisi
(PBS) igerisine % 1 oraninda ilave edilmistir. Inkiibasyonun baslangig, 4. ve 24.
saatlerinde oOrneklerden alinan numunelerin sayimlar:1 seri dillisyon sonrasi damla
kiiltiir yontemi ile MRSA besiyerlerine 3 paralel olacak sekilde yapilmistir. 37°C’de
48 saat yapilan inkiibasyonun ardindan kontrol ve deneme gruplarindaki koloniler
saytlmistir (Ery1lmaz, 2011; Horackova vd., 2011; Sahadeva vd., 2011; Jamaly vd.,
2011; Xiao vd., 2014; Soliman vd., 2015). Safra tuzuna karsi gelisimlerinin %

34



canlilik oranlarinin belirlenmesi i¢in kullanilan hesaplama asagidaki (1) formiil

kullanilarak yapilmistir (Tokatli vd., 2015).

Canlilik oran1 % = canli kalan hiicrelerin (kob/ml) sayisi X (100)

Baslangigta inokiile edilen hiicrelerin (kob/ml) sayis1 (1)

3.2.6. Diisiik pH’ ya karsi gelisimlerinin belirlenmesi

Kiilttirlerin diistik pH kosullarina dayanimlarinin belirlenmesi amaciyla kullanilan
pH derecesi ve inkiibasyon siiresi besinler insan sindirim sisteminden gecerken
midede kalma siiresi baz alinarak belirlenmistir. Besinlerin genel olarak midede
kalma siiresi 3 saat olup bu siire igerisinde midenin pH’s1t 1 ile 4 arasinda
degismektedir (Vinderola vd., 2000). Bu amagla kiiltiirler, 30°C’de 18 saat inkiibe
edilmistir. Daha sonra PBS tamponun pH’st 3.0 ve 2.0 olacak sekilde ayarlanmistir.
pH’s1 ayarlanan PBS tampona aktif kiiltiirlerden % 1 oraninda asilanarak, 37°C’de 3
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun baslangig, 1. ve 3. saatlerinde Srneklerden
alinan numunelerin sayimlari seri diliisyon sonras1 damla kiiltliir yontemi ile MRSA
besiyerlerine 3 paralel olacak sekilde yapilmistir. 37°C’de 48 saat yapilan
inkiibasyonun ardindan kontrol ve deneme gruplarindaki koloniler sayilmistir
(Eryilmaz, 2011; Horac¢kova vd., 2011; Sahadeva vd., 2011; Jamaly vd., 2011,
Soliman vd., 2015).

3.2.7. Pepsine kars: gelisimin belirlenmesi

Suslarin pepsine kars1 direng 6zelliklerinin belirlenmesi ve gastrik kosullari in vitro
ortamda olusturulabilmesi amaciyla kiiltiirler 30°C’de 18 saat inkiibe edilmistir.
Daha sonra PBS tamponun pH’s1 3.0 ve 2.0 olacak sekilde ayarlanarak 3 mg/mL
pepsin ilave edilmistir. pH’s1 ayarlanan PBS tampona aktif kiiltiirlerden % 1
oraninda asilanarak, 37°C’de 3 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun baslangic, 1. ve
3. saatlerinde 6rneklerden alinan numunelerin sayimlari seri diliisyon sonrast damla
kiiltiir yontemi ile MRSA besiyerlerine 3 paralel olacak sekilde yapilmistir. 37°C’de
48 saat yapilan inkiibasyonun ardindan kontrol ve deneme gruplarindaki koloniler
sayilmistir (Maragkoudakis vd., 2006; Collado ve San 2006; Kawther vd., 2010;
Eryilmaz 2011; Tokath vd., 2015).
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3.2.8. Pankreatine kars1 gelisimin belirlenmesi

Suslarin pankreatine kars1 direng 6zelliklerinin amaciyla yapilan denemede kiiltiirler
30°C’de 18 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra PBS tamponun pH’s1 8.0 olacak
sekilde ayarlanarak 1 mg/mL pankreatin ilave edilmistir. pH’s1 ayarlanan PBS
tampona aktif kiiltiirlerden %1 oraninda asilanarak, 37°C’de 4 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun baslangi¢ ve 4. saatlerinde drneklerden alinan numunelerin sayimlari
seri diliisyon sonrasi damla kiiltiir yontemi ile MRSA besiyerlerine 3 paralel olacak
sekilde yapilmigtir. 37°C’de 48 saat yapilan inkiibasyonun ardindan kontrol ve
deneme gruplarindaki koloniler sayilmistir (Maragkoudakis vd., 2006).

3.2.9. Lizozim toleransinin belirlenmesi

Mikroorganizmalarin lizozim enzimine olan tolerans durumlarini belirlemek
amaciyla lizozim olmaksizin ve 100 mg/L lizozim olacak sekilde 10 ml MRS sivi
besiyerine 30°C’de 18 saat inkiibe edilmis aktif kiiltiirlerden %1 oraninda asilanmis
ve 37°C’de 90 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun baslangig ve 90. dakikasinda
orneklerden alinan numunelerin sayimlari seri diliisyon sonrasi sonrasi damla kiiltiir
yontemi ile MRSA besiyerlerine 3 paralel olacak sekilde yapilmistir. 37°C’de 48 saat
yapilan inkiibasyonun ardindan kontrol ve deneme gruplarindaki koloniler sayilmistir

(Turchi vd., 2013).

3.2.10. Fenol direncinin belirlenmesi

Fenol direncini belirlemek amaciyla % 0.3 fenol eklenmis/eklenmemis MRS sivi
besiyeri kullanilmigtir. 30°C’de 18 saat inkiibe edilmis aktif kiiltiirlerden % 1
oraninda, asilama yapilmistir. Inkiibasyonun baslangi¢ ve 24. saatlerinde 6rneklerden
alinan numunelerin sayimlari seri diliisyon sonrasi sonras1 damla kiiltiir yontemi ile
MRSA besiyerlerine 3 paralel olacak sekilde yapilmistir. 37°C’de 48 saat yapilan
inkiibasyonun ardindan kontrol ve deneme gruplarindaki koloniler sayilmistir (Kilig

vd., 2013).
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3.2.11. Antibiyotik direncliligin belirlenmesi

Izolatlarin antibiyotik direnci disk difiizyon yontemi kullanilarak fenotipik olarak
degerlendirilmistir. MRS s1vi1 besiyeri igerisinde 30°C’de 18 saat inkiibasyon ile elde
edilen aktif kiiltiirlerden 2’ser mL alinmis ve 4000 devirde 10 dakika santrifiij
edilmistir. Peletler 1 mL fosfat tampon (PBS) ile yikanmis ve bu islem 2 kez tekrar
edilmistir. Elde edilen peletler 1 mL PBS’de ¢o6ziilmiistiir. Hazirlanan
siispansiyonlarin  yogunlugu PBS ile 0.5 McFarland bulaniklik standardina
ayarlanmistir. Standardize edilmis hiicre siispansiyonlarindan 350 pL alinarak MRS
kat1 besiyerine dokme kiiltiir yontemi ile ekim yapilmis besiyerleri katilastiktan sonra
iizerlerine Oxoid Ltd. (Ingiltere) firmasindan temin edilen ampisilin (10 pg),
eritromisin (15 pg), gentamisin (10 pg), kloramfenikol (30 pg), metisilin (5 pg),
kanamisin (30 pg), streptomisin (30 pg), klindamisin (2 ug), neomisin (30 pg),
penisilin G (10 U), amoxycillin-clavulanic acid (30 pg), siprofloksasin (5 pg),
teikoplanin (30 pg), tetrasiklin (30 pg), nalidisik asit (30 mg), basitrasin (10 U) ve
vankomisin (30 pg) igeren antibiyotik diskleri yerlestirilmistir. Petri kutular1 37
°C’de 18 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
antibiyotik diskleri etrafinda olusan zon ¢aplari kumpas yardimi ile ol¢lilmiistiir
(Cariolata vd., 2008). izolatlarin antibiyotik duyarlilik diizeyleri National Committee
for Clinical Laboratory Standarts (NCCLS, 2016) kilavuzuna goére duyarli, orta

seviyede direngli ve direngli olarak degerlendirilmistir.

3.2.12. 16S Mikrobiyal tammlama analizi

Tez galigsmasi kapsaminda izolatlarin 16S rDNA dizi analizi ile tanimlanmasi1 GEN

Plaza Biyoteknoloji Merkezi tarafindan hizmet alim1 seklinde yapilmistir.

3.2.13. Ekzopolisakkarit iiretimlerinin belirlenmesi

Izolatlarin farkli karbonhidrat kaynaklarini kullanarak ekzopolisakkarit iiretimlerinin
belirlenmesi amaciyla MRS besiyeri modifiye edilerek kullanilmistir. Bu amacla
hem standart MRS besiyeri, hem de bilesiminde yer alan glukoz yerine fruktoz,
laktoz ve siikroz % 2 olacak sekilde hazirlanarak kullanilmistir. Calisma Oncesinde

ekzopolisakkarit (EPS) iireticisi olabilecek suslarin belirlenmesi igin kiiltiirler 6nce
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farkli sekerler iceren MRSA besiyerinde 30°C’de 3 giin inkiibe edilmislerdir.
Inkiibasyonun sonunda mukoz yapida koloni olusturan izolatlar muhtemel
ekzopolisakkarit iireticisi olarak seg¢ilmislerdir. Secilen koloniler ayni seker
bilesiminde hazirlanmis MRS siv1 besiyerine alinarak tekrar 30°C’de 3 giin inkiibe
edilmislerdir. Inkiibasyonun sonunda ornekler 10 dakika 100°C’de kaynatilmis,
ardindan 900 pL % 85°lik Triklor asetik asit (TCA) ve 900 pL 6rnek olacak sekilde
daras1 alimmis 2 mL’lik santrifiij tiiplerine alinarak 10.000 rpm’de 25 dakika
santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi {istte kalan siipernatanttan 500 pL alinmis iizerine
1500 pL soguk etanol eklenerek 1 gece -18°C’de bekletilmistir. Daha sonra tekrar
10.000 rpm’de 25 dakika santrifiijlenmislerdir. Santrifiij sonrasi siipernatant
dokiilmiis etanoliin uzaklastirilmast igin 60°C’de 1 gece bekletilmistir. Kurutulan
tipler siirenin sonunda tekrar tartilmis ve sonuglar mg/L olacak sekilde

hesaplanmistir (Smitinont vd., 1999; Feng vd., 2012).

3.2.14. Kolesterol asimilasyon yeteneklerinin belirlenmesi

izolatlarin kolesterol asimilasyon &zelliklerinin belirlenmesi amaciyla Anandharaj ve
Sivasankari (2014) calismalarinda kullandig1 yontem modifiye edilmistir. MRS s1vi
besiyeri % 0.3 safra tuzu ve % 2 kolesterol icerecek sekilde hazirlanmigtir. Aktif
kiiltiirlerden % 1 oraninda asilama yapildiktan sonra 37°C’de 18 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun sonunda 4000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmis toplanan
siipernatant Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesinde Backman Coulter

AU5800 model analizor ile toplam kolesterol miktar1 belirlenmistir.

3.2.15. Otoagregasyon ézelliklerinin belirlenmesi

Kiiltiirler 30°C’de 18 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan 4000 rpm’de 15
dakika santrifiij edilerek iki kez PBS ile yikanmis, spektrofotometrede 600 nm
absorbansda optik yogunlugu 0.60+0.02 olacak sekilde PBS’de ayarlanmistir. Bu
sekilde 4 mL hazirlanan kiiltiir 10 saniye vortekslenerek otoagregasyon ozelligi 5
saat siiresince oda sicakliginda hareket ettirmeden bekletilmistir. Inkiibasyonun
baslangig, 2. ve 5. saatlerinde iist kisimdan 0.1 mL alinarak 3.9 mL PBS ile

seyreltilerek kiiltiiriin bekletme 6ncesi ve bekletme sonrasi optik yogunluklar1 600
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nm’de okunmustur. % otoagregasyon hesaplama (2)’nolu formiil kullanilarak
hesaplanmistir (Aslim vd., 2007; Collado vd., 2008; Eryillmaz, 2011).

Otoagregasyon % = [1- (A/Ao) x 100 ]
(A: Absorbans, t: saat, 0: 0.saat) (2)

3.2.16. Koagregasyon ozelliklerinin belirlenmesi

Koagregasyon 0zelliginin belirlenmesi amaciyla kiiltiirler 30°C’de 18 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun ardindan 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek iki kez
PBS ile yikanmis, spektrofotometrede 600 nm absorbansda optik yogunlugu 0.60
+0.02 olacak sekilde PBS’de ayarlanmistir. Koagregasyon icin Siileyman Demirel
Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii kiiltiir koleksiyonundan temin edilen S.
enteritidis ve E. coli kullanilmistir. Her iki patojen mikroorganizmadan 1 mL
aliarak LAB siispansiyonu ile esit miktarda karistirilarak, 10 saniye vortekslenerek
koagregasyon oOzelligi 5 saat siiresince oda sicaklifinda hareket ettirmeden
bekletilmistir. Her saat basinda tst fazdan 0.1 mL almmarak 3.9 mL PBS ile
seyreltilerek kiiltiiriin bekletme Oncesi ve bekletme sonrasi optik yogunluklar1 600
nm’ye ayarlanmis spektrofotometrede okunmustur. Koagregasyon yiizdesinin

belirlenebilmesi i¢in (3)’nolu formiil kullanilmistir;

Koagregasyon % = [(Apat + Apro)/2-(Akarigim)/ (Apat + Apro)/2]x100 3

Formiilde Axangm koagregasyon yiizdesi belirlenmek istenen saatin sonuglari,

digerleri ise baglangi¢ sonuglar1 olmalidir (Collado vd., 2008; Eryilmaz, 2011).

3.2.17. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

3.2.17.1. Suslarin test bakterileri iizerine genel inhibisyon etkileri

Laktik asit bakterilerinin diger mikroorganizmalara karsi gosterdigi antagonistik
aktivite, Urettikleri laktik ve asetik asit gibi organik asitler, H2O», bakteriyosin veya
bakteriyosin benzeri metabolitler, diasetil, alkol ve CO> gibi metabolitlerden
kaynaklanmaktadir (Con ve Gokalp, 2001). Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi
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amaciyla agar spot (Spot on lawn) ve kuyu diflizyon yontemi kullanilmistir.
Kiiltiirler 30°C’de 18 saat MRSA besiyerinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
sonunda koloniler igne 6ze yardimi ile alinarak MRSA besiyerine nokta ekim
yapilmis, 18 saat 37°C’de inkiibe edilmislerdir. Indikatdr bakteri olarak Siileyman
Demirel Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii kiiltiir koleksiyonundan temin
edilen S. enteritidis, E. coli, L. monocytogenes ve S. aureus kullanilmistir. Test
mikroorganizmalar1 37°C’de 18 saat inkiibasyonun ardindan 4000 rpm’de 15 dakika
santrifiij edilerek iki kez PBS ile yikanmis ve MacFarland 0.5 olacak sekilde
ayarlanarak 15 mL Tyrptic Soy yumusak agar (Merck) besiyerine % 1 olacak sekilde
astlanmis ve MRSA besiyerinin {izerine dokiilmiistiir. 24 saat inkiibasyonun sonunda

olusan zon ¢aplari 6l¢iilmiistiir (Toure vd., 2003; Sumathi ve Reetha 2012).

Kuyu diflizyon yontemi ig¢in kiiltiirler LAB’leri 30°C’de 18 saat MRS sivi
besiyerinde inkiibe edilmistir. indikatdr bakteri olarak yine S. enteritidis, E. coli, L.
monocytogenes ve S. aureus kullamilmustir. Patojen mikroorganizmalar 18 saat
37°C’de Tyrptic Soy sivi besiyerine inkiibe edilmislerdir. Laktik asit bakterileri 3000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve stipernatant alinmistir. Alinan siipernatantlarin
pH’lar1 6.5 olacak sekilde 1M NaOH ile ayarlanmig ve 0.45 p filtreden gegirilmistir.
Yogunluklar1 0.5  MacFarland  olacak  sekilde ayarlanmis  indikator
mikrrorganizmalar, Tyrptic Soy sivi besiyerine % 1 oraninda asilanmis ve petrilere
dokiilmistiir. Katilagan besiyerine 6 mm kuyucuk agilarak buraya 60 pL siipernatant
inokiile edilmis, 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun sonunda olusan
zon c¢aplart Olgilmistir (Cadirct ve Citak 2010; Sumathi ve Reetha 2012;
Gaamouche vd., 2014; Adeniyi vd., 2015; Bolanle vd., 2015; Gulbe vd., 2015;
Balouri vd., 2016).

3.2.18. Sindirim sistemi modellemesi

Insan sindirimi; mideye giren gidalarin besine ddniiserek viicut tarafindan biiyiime,
hiicrelerin yenilenmesi ve enerji gereksinimi i¢in kullanilmasini saglayan ve saglik
icin gerekli karmasik bir siirectir. Insan sindirimi esnasinda iki ana islem
bulunmaktadir bunlardan ilki; gidalarin boyutunu kiiglilten mekanik doniisiim
ikincisi ise makromolekiillerin daha kii¢lik bilesenlere hidrolize olarak kan

dolasimina absorbe edildigi enzimatik doniisiim ayn1 anda gerceklesmektedir (Goger

40



ve Kiigiikgetin 2016; Guerra vd., 2012). Bu amagla yapitigimiz sindirim sistemi
modellemesinde kiiltiirler 30°C’de 18 saat inkiibe edilmis ardindan PBS tamponun
pH’s1 3.0 olacak sekilde ayarlanarak 3 mg/mLpepsin ilave edilmistir. pH’s1
ayarlanan PBS tampona aktif kiiltiirlerden %1 oraninda asilanarak, 37°C’de 3 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun baslangi¢ ve 3. saatlerinde Orneklerden alinan
numunelerin sayimlar1 seri diliisyon sonrast damla kiiltiir yontemi ile MRSA
besiyerlerine 3 paralel olacak sekilde yapilmistir. 37°C’de 48 saat yapilan
inkiibasyonun ardindan kontrol ve deneme gruplarindaki koloniler sayilmistir
(Maragkoudakis vd., 2006). 3 saatlik inkiibasyonun ardindan kiiltiirler 3500 rpm’de
santrifiij edilmis ve pelet alinmistir. Alinan peletler, pH’s1 8.0 olacak sekilde ayarlan
PBS tampona 1 mg/mLpankreatin ve % 1 Ox-Bile ilave edilmistir. pH’s1 ayarlanan
PBS tampona aktif kiiltiirlerden % 1 oraninda asilanarak, 37°C’de 4 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun baslangi¢ ve 4. saatlerinde rneklerden alman numunelerin
sayimlart seri diliisyon sonrast damla kiiltiir yontemi ile MRSA besiyerlerine 3
paralel olacak sekilde yapilmistir. 37°C’de 48 saat yapilan inkiibasyonun ardindan
kontrol ve deneme gruplarindaki koloniler sayilmistir (Maragkoudakis vd 2006;
Collado ve San 2006; Kawther vd., 2010; Eryilmaz 2011; Tokatli vd., 2015).

3.2.19. Suslarin bagirsak hiicrelerine tutunma 6zelliginin taramah elektron

mikroskobunda (SEM) gériintiilenmesi

Bagirsak hiicrelerine tutunma deneyinin SEM’de incelenmesi amaciyla bagirsak
hiicrelerinden alinan 6rnekler Siileyman Demirel Universitesi YETEM (Enerji
Teknolojileri Arastirma Birimi)’de bulunan QUANTA FEG 250 Taramali Elektron
Mikroskobu kullanilarak yapilmistir.

3.2.20. Bagrsak epitellerinin (brush border) hazirlanmasi ve izolatlarn
bagirsak hiicrelerine tutunma ve patojenlerin tutunmalarmi engelleme

yeteneklerinin belirlenmesi

3.2.20.1. Bagirsak epitellerinin (brush border) hazirlanmasi

Bagirsak hiicrelerine tutunma ve patojenlerin tutunmalarini engelleme yeteneklerinin

belirlenmesi amaciyla yeni kesilmis hayvanin (koyun) bagirsaklari alinmistir. Alinan
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bagirsaklarin igi bosaltildiktan sonra 6n yikama amaciyla 0.15M NaCl ile
yikanmiglardir. Ardindan bagirsaklar i¢-dis olacak sekilde ¢evrilerek 0.096M NacCl,
0.008M KH2POg4, 0.0056M Na,HPO4, 0.0015M KCI ve 0.01M Etilen diamin tetra
asetik asit (EDTA) igeren (pH 6.8) ¢ozelti ile esas yikama islemi yapilmistir. Bu
¢ozelti icerisinde 15- 20 dakika oda sicakliginda bekletilen bagirsaklar 0.096M NacCl,
0.008M KH2PO4, 0.0056M NazHPO4, 0.0015M KCI ve 0.3M siikroz igeren ¢ozelti
icerisine alinarak steril siselerde -18°C’de 1 gece muhafaza edilmistir (Kerkhof vd.,
2006; Sellwod vd., 1975). Sekil 3.1°de Yikama Oncesi ve sonrasi bagirsaklar

verilmigtir.

Sekil 3.1. Yikama Oncesi ve sonrasi bagirsaklar

3.2.20.2. izolatlarin bagirsak hiicrelerine tutunma ve patojenlerin tutunmalarim

engelleme yeteneklerinin belirlenmesi

Izolatlarin bagirsak epitel hiicrelerine tutunma ve patojenlerin tutunmalarini
engelleme yeteneklerinin belirlenmesi amaciyla denememizde Lactobacillus casei
DA4, Weissella cibaria DA28, Lactobacillus plantarum DAZL00, Lactobacillus
plantarum DAZ140 ve Lactobacillus coryniformis DA263 suslar1 ile Siileyman
Demirel Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii kiiltiir koleksiyonundan temin
edilen Escherichia coli Tip I, Escherichia coli O157:H7, Salmonella enterica
serotype Enteritidis, Listeria monocytogenes ile Clostridium difficile (Saglik
Bakanligi, Refik Saydam Ulusal Tip Kiiltiir Koleksiyonu Birimi) kullanilmistir.

On temizleme islemi yapilmis bagirsak parcalari tekrar kisa siireli olarak yikamada

kullanilan temizleme ¢ozeltilerinden gegirilmistir. Ardindan bagirsak hiicreleri steril
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santrifiij tiiplerine alinarak 3500 rpm’de 15 dakika santriflij edilmistir. Santrifiij
isleminin ardindan bagirsak pargalarindan steril bistiiri yardimi ile 2 cm eninde halka
sekilli parcalar kesilmistir. Ardindan halka seklindeki bagirsaklarin bir yan1 kesilerek
diiz ylizey haline getirilmis ve 2Xx2 cm boyutlarinda olacak sekilde tekrar
kesilmislerdir. En-boy (alan) 6lgiimiiniin kontrol edilmesinin ardindan i¢ epitelleri
ist kisma gelecek sekilde petri kutularina konulmustur. Sekil 3.2°de kesilerek petri

kutularina alinan bagirsak pargalar verilmistir.

Sekil 3.2. Kesilerek petri kutularina alinan bagirsak pargalari

Laktik asit bakterilerinin bagirsak hiicrelerine tutunma yeteneklerinin belirlenmesi
amaciyla diiz ylizey haline getirilmis, i¢ epitelleri tist kisma gelecek sekilde petri
kutularina konulan bagirsak hiicrelerinin iizerine 5 mL’lik 1.2x10° kob/ml laktik asit
bakterisi iceren PBS siispansiyonu ve 3 kat1 hacimde Dulbecco medium eklenerek
tutunmanin saglanmasi amaciyla 60 dakika 37C°'de 40 rpm’de hafif calkalama ile
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun sonunda bagirsak dokusu steril pens ile almarak
PBS ile 3 kez yikama yapilmistir. Yikama sonrasi bagirsak parcalari darasi alinmig
steril sanrtifiij tiiplerine alinarak agirlik tartimi yapilmig, ardindan 1/10 (v/v) olacak
sekilde FTS eklenerek homojenize edilmistir. Seri diliisyonlarin ardindan MRS
besiyerine ekim yapilmis, 48 saat 37°C'de inkiibasyonun sonunda sayim yapilmistir
(Kerkhof vd., 2006; Sellwod vd., 1975; Ouwehand ve Salminen 2003; Lehto ve
Salminen 1997; Eden vd., 1977). Sekil 3.3’de Bagirsaklara uygulanan islem

basamaklari sirast ile verilmistir.
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Sekil 3.3. Bagirsaklara uygulanan islem basamaklar1 sirasi

Laktik asit bakterilerinin patojen mikroorganizmalarin bagirsak hiicrelerine
tutunmalarin1 engelleme yeteneklerinin belirlenmesi amaciyla diiz yilizey haline
getirilmis, i¢ epitelleri Uist kisma gelecek sekilde petri kutularina konulan bagirsak
hiicrelerinin iizerine 5 mL’lik 1.2x 10° kob/ml laktik asit bakterisi i¢eren PBS
siispansiyonu ile yine 5 mL’lik 1.5x 10° kob/ml patojen mikroorganizma igeren PBS
stispansiyonu ve 3 kati hacimde Dulbecco medium eklenerek tutunmanin saglanmast
amactyla 60 dakika 37C"de 40 rpm’de hafif calkalama ile inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun sonunda bagirsak dokusu steril pens ile almarak PBS ile 3 kez yikama
yapilmistir. Yikama sonrasi bagirsak pargalari darasi alinmis steril santrifiij tiiplerine
alinarak agirlik tartimi yapilmis, ardindan 1/10 (v/v) olacak sekilde FTS eklenerek
homojenize edilmistir. Seri dillisyonlarin ardindan laktik asit bakterileri igin MRS
besiyerine ekim yapilmis, 48 saat 37°C'de inkiibasyonun sonunda sayim yapilmistir.
Patojen mikroorganizmalar i¢in seri dillisyonlarin ardindan;

v" Escherichia coli Tip I igin Violet Red Bile Agar (Merck),

v’ Escherichia coli O157:H7 i¢in Sorbitol MacConkey Agar (LABM)

v Salmonella enterica serotype Enteritidis i¢in Bismuth Sulfite Agar (Merck),

v’ Listeria monocytogenes PALCAM Agar (Merck) ve PALCAM Listeria

Selective Supplement (LAB X144)
v' Clostridium difficile Tryptose Sulfite Cycloserine Agar (Biolife) (Tryptose

Sulfite Cycloserine Agar supplement, Sigma-Aldrich) ve yumurta sarisi
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besiyerlerine yayma ekim yapilmis, 18 saat 37°C'de inkiibasyonun sonunda
saymm yapilmistir (Sellwod vd., 1975; Eden vd., 1977; Lehto ve Salminen 1997;
Ouwehand ve Salminen 2003; Kerkhof vd., 2006).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Muhtemel Lactobasillus Suslarimin izolasyonu ve Cins Diizeyinde Tamsi

Izolasyon icin toplam 94 farkli &rnek kullanilmustir. Bunlardan 270 adet koloni
secilmigtir. Caligma materyali olarak segilen bu koloniler 6ze yardimi ile MRS sivi
besiyerine alinmis, 30°C’de 18 saat gelistirilmis ve inkiibasyon siiresini takiben MRS
agarda saflik kontrolleri yapilmistir. Saf olduklar tespit edilen kiiltiirler % 20 (v/v)
steril gliserol iceren MRS sivi besiyeri ortaminda -18°C’de muhafaza edilmistir.
Calisma kapsaminda incelenen 44 adet peynirden 77 adet izolat, 20 adet fermente
sucukdan 17 izolat, 9 adet ¢esitli tursulardan 21 izolat, 2 adet liyofilize kirmizi
biberden 5 izolat ve 16 farkli taze meyve ve bitkiden 17 izolat elde edilirken 3 adet

tarhanadan izolat elde edilememistir.

Seg¢ilen izolatlarin mikroskobik morfolojileri Gram boyama yontemi ile hazirlanan
preparatlarin 151k mikroskobunda incelenmesi ile tespit edilmistir. Gram boyama
sonrasi 137 tanesinin Lactobacillus cinsine ait olabilecegi diisiiniilmiistiir. izolatlara
uygulanan katalaz testinin tiim izolatlarda negatif sonu¢ verdigi tespit edilmistir.
Izolatlar, pH’s1 9.6’ya ayarlanmis ve % 6.5 NaCl igeren iki farkli MRS sivi
besiyerine inokiile edilerek gelisme 6zellikleri ve glikozdan gaz iiretme 6zellikleri
incelenmistir. Uygulanan kiiltiirel testler sonucunda 69 adet izolatin Lactobacillus
cinsine ait oOzelliklere sahip oldugu diisiiniilmiistiir. Uygulanan kiiltiirel testler

sonucunda elde edilen bulgular Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Uygulanan kiiltiirel testler sonucunda elde edilen bulgular

pH % 6.5 Katalaz Glikozdan

Izolat No 9.6°da NaCl’de gaz
gelisme  gelisme olusturma
DAl Tulum Peyniri (Antalya/Akseki) — + - +
DA2 Tulum Peyniri - + - +
(Antalya/Korkuteli)
DA 3 Tulum Peyniri (Erzincan) — + — +
DA 4 Tulum Peyniri (Erzincan) - + - +
DAS5 Ezine Peyniri (Isparta) — + — —
DA 6 Ezine Peyniri (Isparta) — + — +
DA 7 Ezine Peyniri (Isparta) - + - +
DA S8 Bergama Tulum Peyniri (Isparta) — + - +
DA 9 Tulum Peyniri (Erzincan) - + - +
DA 10 Bergama Tulum Peyniri (Isparta) — + — +
DA 16 Beyaz Peynir (Izmir/Bozdag) - + - +
DA 20 K&y Peyniri (Izmir/Odemis) — + — —
DA 22 Tulum Peyniri (Izmir/Odemis) — + — —
DA 23 Tulum Peyniri (Izmir/Odemis) — + — +
DA 25 Tulum Peyniri (Izmir/Odemis) — + — —
DA 27 Tulum Peyniri (Izmir/Odemis) — + — +
DA 28 Tulum Peyniri (Izmir/Odemis) — + — +
DA 29 Tulum Peyniri (Izmir/Odemis) - + - +
DA 30 Tulum Peyniri (Izmir/Odemis) - + - +
DA 49 Tulum Peyniri - + — +
DA 50 Beyaz Peynir (Izmir/Odemis) - + — +
DA 52 Tulum Peyniri (Izmir) — - - +
DA 97 Tursu (Isparta) — + — +
DA 100 Tursu (Isparta) — — — +
DA 116 Tursu (Isparta) - - - +
DA 133 Beyaz Peynir (Antalya) — + — +
DA 134 Beyaz Peynir (Antalya) — + — —
DA 135 Ezine Peyniri(Antalya) — + — —
DA 136 Ezine Peyniri(Antalya) - + - -
DA 140 Tulum Peyniri - + - -
(Antalya/Korkuteli)
DA 141 Tulum Peyniri - + - +
(Antalya/Korkuteli)
DA 142 Tulum Peyniri - + — +
(Antalya/Korkuteli)
DA 144 Tulum Peyniri - + - +
(Antalya/Korkuteli)
DA 146 Tulum Peyniri — + - +
(Antalya/Korkuteli)
DA 151 Kirmizi Biber (Isparta) — + - +
DA 152 Kirmizi Biber (Isparta) — + - +
DA 154 Kirmizi Biber (Isparta) — + - +
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Cizelge 4.1. Uygulanan kiiltiirel testler sonucunda elde edilen bulgular (Devam)

] pH % 6.5 Glikozdan
Izolat 9.6’da NaCl’de Katalaz gaz
No gelisme  gelisme olusturma
DA 155 Kirmuzi Biber (Isparta) — + - +
DA 161 Beyaz Peynir (Antalya) — + - +
DA 168 Van Otlu Peyniri (Antalya) — + - +
DA 194 Beyaz Peynir (Adana/Ceyhan) — + — +
DA 199 Femente Sucuk (Afyon) — + — —
DA 201 Femente Sucuk (Afyon) — + - +
DA 203 Femente Sucuk (Afyon) — — — —
DA 204 Femente Sucuk (Afyon) — + - -
DA 217 Femente Sucuk (Afyon) — + - +
DA 218 Femente Sucuk (Afyon) — + — +
DA 225 Femente Sucuk (Isparta) — + — +
DA 231 Taze Beyaz Peynir (Antalya) — — — -
DA 240 Taze Beyaz Peynir (Antalya) — + — +
DA 241 Taze Beyaz Peynir (Antalya) — + - +
DA 242 Taze Beyaz Peynir (Antalya) — + - +
DA 245 Zeytin — + — +
DA 247 Zeytin — + — +
DA 249 Incir — — — +
DA 254 Hanimeli — + — +
DA 255 Mor Dut — + — +
DA 256 Biberiye — + — +
DA 257 Erik — — — +
DA 258 Erik — — — +
DA 259 Mor Dut — + — +
DA 260 Mor Dut — + — +
DA 261 Beyaz Dut - + - +
DA 262 Turung - + — +
DA 263 Turung - + — +
DA 266 Ceviz — + - +
DA 267 Ceviz — — — +
DA 268 Yeni Diinya — — — +
DA 270 Taze Beyaz Peynir — — - -

4.2. Safra Tuzuna Karsi Gelisimlerinin Belirlenmesi

Calismamizda 69 adet Lactobasillus spp. susunun % 1 safra tuzuna kars1 0., 4. ve 24.
saat sonundaki gelisimleri belirlenmistir. Izolatlarin agirlikli olarak safra tuzuna kars
24 saat sonunda canli kalmay1 basarmis ve % 68.80 ile % 105.35 arasinda canlilik
oranlar1 belirlenmistir. 14 adet izolat (DA6, DA10, DA16, DA27, DA30, DALO,
DA52, DA136, DA155, DA203, DA247, DA258, DA259, DA262) deneme sonunda,
DA97, DA141, DA152, DA154, DA 231, DA240, DA249 ve DA261 kodlu
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mikroorganizmalar ise -18°C’de muhafaza sirasinda canliliklarin1 kaybetmislerdir.
Cizelge 4.2°de Safra tuzuna karsi 0., 4. ve 24. saat sonundaki gelisimleri belirlenen

mikroorganizmalarin log-kob/ml sonuglari ile canlilik yiizdeleri verilmistir.

Olejnik vd., (2005) Lactobasillus ve Bifidobacterium suslarmin diisiik pH, safra tuzu
ve sindirim enzimlerine karsi olan direngliliklerini belirlemislerdir. % 3 safra tuzunda
1., 2. ve 3. saatteki canlilik oranlar1 tespit edilmistir. Buna gore L. casei 3. saatin
sonunda % 77.4, L. helveticus % 63.3 ve L. acidophilus ise % 53.8 canlilik
gostermistir. Eryilmaz (2011) vajinal sekresyondan izole ettigi laktik asit
bakterilerinin % 0.3, % 0.5 ve % 1 oraninda safra tuzuna kars1 0., ve 4. saatlerdeki
direngliligini tespit etmistir. L. brevis OZV susunda 4. saatte % 0.3* lik
konsantrasyonlarda canlilik orant % 95.98 olarak tespit edilmis % 0.5 ve % 1’lik
konsantrasyonlarda da yine bu rakamlara ulasilmistir. Jamally vd., (2011)
calismasinda Fas’a 6zgii siit tirlinlerinden izole ettigi L. plantarum, L. paracasei ve
L. brevis suslarinin % 0.2, % 0.3, % 0.5 ve % 1 oraninda safra tuzuna kars1 0., ve 24.
saatlerdeki direncliliklerini tespit etmistir. Izolatlar % 0.2 ve % 0.3 safra tuzuna kars1
gelisim gosterirken % 1 safra tuzuna karsi canlilik degerleri diisiikk ¢ikmistir. En
yiiksek canlilik oran1 % 1 de % 65.20 olarak belirlenmistir. Horac¢kova vd., (2011)
calismasinda Lactobacillus suslarinin % 0.3 ve % 1.0 oraninda safra tuzuna kars: 2.,
4., 7., 24. ve 48. saatlerdeki canlilik oranlar1 incelenmis % 0.3’e kars1 tim suslar %
95 tizerinde canlilik gosterirken % 1 oraninda safra tuzuna karsi direng
mikroorganizmalarda 24., ve 48. saatlerde artig gostererek ortalama % 90 canlilik
orani vermislerdir. Wang vd., (2014) fermente hardaldan izole ettikleri 50 adet laktik
asit bakterisinin % 0.5 ve % 1 safra tuzuna direnglilik 6zelliklerini incelemislerdir.
Mikroorganizmalardan sadece Lactobacillus suslari safra tuzuna direnglilik
gosterebilmistir. Anandharaj vd., (2015) yaptiklar1 c¢alismada Lactobacillus ve
Weissella suslarinin % 0.3 ve % 0.5 oraninda safra tuzuna kars1 direngliligini tespit
etmislerdir. % 0.3 ‘likk safra tuzunda Lactobacillus suslar1 ortalama % 81 Weissella
suglar1 ise % 84 oraninda canlilik gostermislerdir. % 0.5’lik safra tuzunda ise bu
oranlar % 30’lara kadar inmistir. Uraipan ve Hongpattarakere (2015) galismalarinda
laktik asit bakterileri ve bifidobakterlerin gida kaynakli patojen mikroorganizmalara
kars1 antogonistik etkilerini incelemislerdir. Bu amagla % 0.3 safra tuzuna kars1 24-
72 saat sonunda mikroorganizmalarin canliligini belirlemislerdir. Deneme sonunda,

suglardan en iyi canliligi B. longum NIF7AN2 ve L. plantarum CIF17ANS sirasiyla
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% 95.80 ve % 80.03 olarak vermistir. Sharma vd., (2016) geleneksel siit {irlinlerinden
elde ettigi laktik asit bakterilerinin % 0.3, 0.7, 1.0, 1.5 ve % 2 safra tuzuna kars1 24.
saat sonundaki direncliliklerini tespit etmistir. Calisilan laktik asit bakterileri
igerisinde en yiiksek sonuglar1 L.casei suslar1 yaklasik % 90-95 araliginda canlilik

orani gostererek vermistir.

Calismada toplam 69 adet izolata safra tuzu direnglilik testi yapilmistir. Caligmalarda
genellikle bu testin MRS besiyeri ile yapildigi goriilmiistiir. Ancak MRS besiyerinin
tamponlama  6zelligi ve mikroorganizmalarin  viicudumuzda  gelisimlerini
destekleyici herhangi bir ortam olmadan safra tuzlan ile karsilastiklart g6z Oniine
alinarak calismamizda PBS ile ¢alisilmistir. Onceki yillarda yapilan calismalarda
genellikle % 0.3 ve % 0.5 oraninda safra tuzu ile calisildigi goriilmistiir.
Calismamizda ise % 1 oraninda safra tuzu ile deneme yapilmistir. Bu deneme
sonucunda 0-4 ve 0-24. saatlerdeki sonuglar diger ¢alismalar ile kiyaslandigi zaman
diisiik oranlar olmasina ragmen bu durum g6z 6niine alindiginda iyi bir canlilik orani

elde edilmistir.
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Cizelge 4.2. Safra tuzuna kars1 0., 4., 24. saat sonundaki gelisime durumlar1 ve canlilik oranlari

Bakteri Kod 0.h. 4.h. 24.h. 0-4% Canlihk 0-24 % Canhhk
Numarasi

DA 1 7.44 7.43 7.18 99.86 96.50
DA 2 7.48 8.15 7.63 108.95 102.00
DA 3 8.14 7.69 6.88 94.47 84.52
DA 4 7.50 7.33 7.22 97.73 96.26
DAS 8.01 7.95 8.03 99.25 100.24
DA 6 7.31 0.00 0.00 0.00 0.00

DA 7 8.62 8.29 8.03 96.17 93.15
DA 8 7.98 7.61 7.88 95.36 98.74
DA 9 7.00 7.13 7.02 101.85 100.28
DA 10 7.80 7.12 0.00 91.28 0.00

DA 16 7.80 0.00 0.00 0.00 0.00

DA 20 7.83 7.67 7.64 97.95 97.57
DA 22 7.75 7.64 6.49 98.58 83.74
DA 23 8.43 7.84 7.56 93.00 89.67
DA 25 7.74 7.70 7.54 99.48 97.41
DA 27 7.80 7.26 0.00 93.07 0.00

DA 28 7.34 7.34 7.26 100.00 98.91
DA 29 6.75 6.95 7.00 102.96 103.70
DA 30 7.55 7.64 0.00 101.19 0.00

DA 49 7.80 7.99 7.47 102.43 95.76
DA 50 6.97 0.00 0.00 0.00 0.00

DA 52 7.93 7.25 0.00 91.42 0.00

DA 100 7.05 6.93 6.81 98.29 96.59
DA 116 7.46 7.46 7.47 100 100.13
DA 133 7.36 6.97 6.43 94.70 87.36
DA 134 8.49 8.40 8.40 98.93 98.93
DA 135 7.79 7.33 8.12 94.09 104.23
DA 136 7.32 7.32 7.32 89.67 89.67
DA 140 7.18 7.18 7.12 100.00 99.16
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Cizelge 4.2. Safra tuzuna kars1 0., 4., 24. saat sonundaki gelisime durumlar1 ve canlilik oranlar1 (Devam)

Bakteri Kod Numarasi 0.h. 4.h. 24.h. 0-4 %Canhhk 0-24 %Canhhk
DA 142 7.69 8.06 7.90 104.81 102.73
DA 144 8.27 7.71 5.69 93.22 68.80
DA 146 7.69 7.49 7.95 97.39 103.38
DA 151 7.67 7.98 6.60 104.04 86.04
DA 155 6.69 7.35 0.00 109.86 0.00
DA 161 8.05 7.81 7.88 97.01 97.88
DA 168 7.93 7.55 7.71 95.20 97.22
DA 194 7.98 7.65 7.61 95.86 95.36
DA 199 8.25 7.82 7.88 94.78 95.51
DA 201 7.10 7.24 7.48 101.97 105.35
DA 203 6.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 204 6.49 6.73 7.04 103.69 108.47
DA 217 7.41 7.91 7.63 106.74 102.96
DA 218 7.69 7.81 7.51 101.56 97.65
DA 225 7.85 7.70 7.90 98.08 100.63
DA 241 8.05 8.17 7.56 101.49 93.91
DA 242 7.54 7.78 7.34 103.18 97.34
DA 245 8.11 7.89 7.61 97.28 93.83
DA 247 7.81 7.47 0.00 95.64 0.00
DA 254 7.93 7.14 6.95 90.03 87.64
DA 255 7.90 7.61 7.62 96.32 96.45
DA 256 7.41 7.52 7.52 101.48 101.48
DA 257 7.82 7.49 7.23 95.78 92.45
DA 258 7.47 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 259 1.77 7.4 0.00 95.23 0.00
DA 260 7.88 7.53 7.63 95.55 96.82
DA 262 7.07 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 263 7.36 7.18 7.22 97.55 98.09
DA 266 7.90 7.95 7.18 100.63 90.88
DA 267 7.65 6.87 7.05 89.80 92.15
DA 268 8.17 7.52 7.25 92.04 88.73
DA 270 7.34 7.21 6.88 98.22 93.73
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4.3. Diisiik pH’da Gelisime

Mide pH’st 1-4 arasinda degismektedir ve besinler midede en az 90 dakika
kalmaktadir. Bu nedenle mikroorganizmalarin probiyotik 6zellik  gosterip
gostermediklerini, bu pH ve siireye dayanip dayanamadiklarini belirleyebilmek
amaciyla in vitro tolerans testleri uygulanmaktadir (Castorena-Alba vd., 2017). Safra
tuzuna kars1 canliligin1 devam ettiren 47 adet laktik asit bakterisinin pH 3.0 ve pH
2.0’de inkiibasyonun baslangi¢, 1. ve 3. saatlerdeki canlilik oranlar1 belirlenmistir.
Cizelge 4.3’te mikroorganizmalarin pH 2°ye Cizelge 4.4’te ise pH 3’e kars1 0., 1. ve
3. saat sonundaki canlilik sonuglari kob/ml ve yilizde canlilik olarak verilmistir.
Calismamizda pH 2.0’de 7 adet izolat 1. saat sonunda canliligini korurken DAA49,
DA256 ve DA263 kodlu izolatlar 3. saatin sonunda da bu pH’da canliliklarini
korumuslardir. pH 3.0°de ise 47 adet izolattan 11 adet izolat 1. saatin sonunda

canliliklarini kaybetmislerdir.

Corcoran vd., (2005) calismalarinda asidik ortamlarda metabolize edebilecekleri
seker varliginda/yoklugunda probiyotik laktobasillerin gelisimlerini incelemislerdir.
Metabolize edebilecegi seker bulunmayan Ornekler pH 2.0’de gelisim
gosterememislerdir. Sahadeva vd., (2011) bes farkli geleneksel siit iiriiniinden izole
ettikleri laktik asit bakterilerinin farkli 6zelliklerini tespit etmislerdir. Bu amagla
yaptiklar diisitk pH’ya kars1 dayaniklilik testinde mikroorganizmalar, pH’s1 1.5 ve
3.0 ‘a ayarlanmig PBS ‘de 3 saat inkiibe edilmis ve 0., 1.5 ve 3. saatlerde MRSA’ya
ekim yapilarak 48 saat sonundaki canliliklar1 tespit edilmistir. Calismada pH 1.5’a
karsi gelisim gosterebilen mikroorganizma olmamugstir. Horackova vd., (2011)
caligmalarinda  farkli  Lactobacillus  suslarmin  gastrointestinal ~ sistemdeki
canliliklarin1 belirlemiglerdir. pH 2.0°de 0., 2., ve 3. saatlerde canlilik tespiti
yapmuglardir. Mikroorganizmalarda 3. saatin sonunda ortalama 1-2 logaritma
diizeyinde diisiis gozlemlemislerdir. Eryilmaz (2011) vajinal sekresyondan izole
ettigi laktik asit bakterilerinin pH 1.0, pH 2.0 ve pH 3.0’deki canliliklarini tespit
etmistir. P. acidilactici OZV susu pH 1.0’ de. 1 saat igerisinde canliligini
kaybederken pH 2.0°de 1. saatin sonunda % 66.74 canlilik orani tespit etmistir. 3.
saatin sonunda ise canliligini kaybettigi goriilmiistiir. pH 3.0’ de 3. saatin sonunda %
70.62 oraninda canlilik gostermistir. L. brevis OZV susu ise 1. ve 3. saatte herhangi

bir canlilik gosterememistir. pH 2’de 1. saatin sonunda % 64.94 canlilik orani
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gbzlemlenirken 3. saatte higbir canlilik oranit gézlemlenmistir. pH 3’de 3. saatin
sonunda canlilik oran1 % 71.80 olarak saptanmistir. Dixit vd., (2013) ti¢ farkli L.
acidophilus susunun probiyotik olma 6zelliklerini incelemislerdir. Bu amagla
yaptiklar1 diisiik asite direng testinde MRS besiyerinin pH’sim1 2.5’ ayarlamis ve 2.
ve 4. saatlerdeki canliliklarini belirlemislerdir. Suslar yiiksek bir canlilik orani
gostermislerdir. Soliman vd., (2015) L. acidophilus, L. casei ve L. plantarum
suslarinin probiyotik olma 6zelliklerini incelemislerdir. Bu amacla pH 2.0 ve pH 3.0’
de canliliklarin1 belirlemislerdir. L. acidophilus pH 2.0’de canlilik gosterebilirken
diger iki mikroorganizma bu asit degerinde canli kalamamislardir. Rajoka vd., (2018)
caligmasinda kiimes hayvanlarinin bagirsaklarindan izole edip tanimladiklar1 13 adet
laktobasil susunun probiyotik olma 6zelliklerini incelemislerdir. Bu amagla yaptiklar
diisiik pH’ya dayanim testinde suslarin pH 2.0 ve pH 3.0’deki canlilik oranlarinmi
belirlemislerdir. Suslarin tamami pH 2.0’de % 82’nin iistiinde, pH 3.0’te ise % 91’in

tizerinde canlilik gostermislerdir.

Elde edilen sonuglar yapilan ¢aligmalar ile paralellik gdstermistir. Izolatlar pH 3.0’te
canliliklarmi genel olarak korumuslardir. Sonug¢ degerlendirmelerinde bir sonraki
analize tabi tutulmayacak izolatlar pH 3.0’te 3. saattin sonunda canliligini
kaybedenler olarak belirlenmistir. Geriye kalan 33 mikroorganizma ile pepsin

analizine gegilmistir.
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Cizelge 4.3. Mikroorganizmalarin pH 2°de 0., 1. ve 3. saat sonundaki sayilar1 ve canlilik oranlar1 (%)

Bakteri Kod oh. 1h, 3h. 0-1h. Caniik %  1-3h. Canlilik % 0-3h. Canlilik %
Numarasi

DA1 6.77 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 2 7.74 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA3 755 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 4 7.26 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DAS 7.83 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA7 711 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DASB 7.40 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DAY 7.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 20 6.30 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 22 7.45 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 23 8.13 169 0.00 57.68 0.00 0.00
DA 25 8.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 28 8.10 4,09 0.00 50.49 0.00 0.00
DA 29 8.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 49 8.17 5.36 469 65.60 87.50 57.40
DA 100 8.21 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 116 7.92 5.69 0.00 71.84 0.00 0.00
DA 133 7.45 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 134 8.19 439 0.00 53.60 0.00 0.00
DA 135 8.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 136 7.09 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 140.0 7.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 142 757 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 146 757 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 151 755 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 161 743 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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Cizelge 4. 3. Mikroorganizmalarin pH 2’de 0., 1. ve 3. saat sonundaki sayilar1 ve canlilik oranlar1 (%) (Devam)

Bakteri Kod

Oh. 1h. 3 h. 0-1h. Canhhik % 1-3h. Canlilik % 0-3h. Canhlik %
Numarasi
DA 168 7.59 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 194 7.48 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 199 6.97 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 201 7.59 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 204 6.97 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 217 8.09 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 218 8.69 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 225 8.71 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 241 8.51 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 242 8.20 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 245 8.56 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 254 8.19 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 255 8.60 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 256 8.77 6.00 7.00 68.41 116.66 79.81
DA 257 8.09 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 260 8.25 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 263 8.77 6.00 7.00 68.41 116.66 79.81
DA 266 8.25 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 267 8.61 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 268 8.22 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 270 8.51 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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Cizelge 4.4. Mikroorganizmalarin pH 3’de 0., 1. ve 3. saat sonundaki sayilar1 ve canlilik oranlari (%)

Bakteri Kod Oh. 1h. 3h. 0-1h. 1-3h. 0-3h.
Numarasi Canlilik % Canlilik % Canlilik %
DA 1 7.50 8.00 0.00 106.66 0.00 0.00
DA 2 7.56 6.92 7.74 91.53 111.84 102.38
DA 3 7.73 7.62 7.78 98.57 102.09 100.64
DA 4 7.20 6.91 7.13 95.97 103.18 99.02
DAS5 7.95 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 7 759 547 .23 72.06 132.17 95.26
DA 8 7.03 7.57 7.50 107.68 99.07 106.68
DA 9 7.71 7.62 7.75 98.83 101.70 100.51
DA 20 6.30 6.30 6.30 100.00 100.00 100.00
DA 22 7.58 6.94 6.67 91.55 96.10 87.99
DA 23 7.93 7.74 7.75 97.60 100.12 97.73
DA 25 8.09 4.88 0.00 60.32 0.00 0.00
DA 28 8.28 7.91 8.35 95.53 105.56 100.84
DA 29 8.26 7.94 6.85 96.12 86.27 82.92
DA 49 8.41 7.07 0.00 84.06 0.00 0.00
DA 100 8.42 7.49 0.00 88.95 0.00 0.00
DA 116 8.17 6.05 0.00 74.05 0.00 0.00
DA 133 7.58 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 134 8.50 5.73 4.55 67.41 79.40 53.52
DA 135 8.13 7.68 0.00 94.46 0.00 0.00
DA 136 8.14 5.93 0.00 72.85 0.00 0.00
DA 140 8.02 5.06 0.00 63.92 0.00 0.00
DA 142 8.55 5.38 0.00 62.92 0.00 0.00
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Cizelge 4.4. Mikroorganizmalarin pH 3’de 0., 1. ve 3. saat sonundaki sayilar1 ve canlilik oranlari (%) (Devam)

Bakteri Kod oh. 1h. 3h. 0-1h. 1-3h. 0-3h.
Numarasi Canlhilik % Canhlik % Canhlik %
DA 146 7.98 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 151 7.94 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 161 7.98 7.78 5.52 97.49 70.95 69.17
DA 168 8.12 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 194 8.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 199 8.32 8.18 8.04 098.31 08.28 96.63
DA 201 7.59 6.98 0.00 91.96 0.00 0.00
DA 204 7.23 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 217 8.30 8.12 8.13 97.83 100.12 97.95
DA 218 8.32 7.90 6.74 94.95 85.31 81.00
DA 225 8.69 7.84 6.54 90.21 83.41 75.25
DA 241 8.57 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 242 8.15 5.73 4.41 70.30 76.96 54.11
DA 245 8.59 7.96 0.00 92.66 0.00 0.00
DA 254 8.53 5.65 0.00 66.23 0.00 0.00
DA 255 7.63 5.50 0.00 72.08 0.00 0.00
DA 256 8.19 7.04 0.00 85.95 0.00 0.00
DA 257 8.76 0.00 0.00 78.76 0.00 0.00
DA 260 8.66 6.90 0.00 45.03 0.00 0.00
DA 263 7.83 7.60 0.00 97.06 0.00 0.00
DA 266 8.25 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 267 8.21 7.38 0.00 89.89 0.00 0.00
DA 268 8.12 5.51 4.39 67.85 0.00 0.00
DA 270 8.40 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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4.4. Pepsine Kars1 Gelisimlerinin Belirlenmesi

Suslarin pepsine karsi direng Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla pH’s1 2.0 ve 3.0
olacak sekilde ayarlanan PBS tampona 3 mg/mL pepsin ilave edilmistir. Diisiik
pH’ya kars1 canliliklarini koruyan 33 susun pepsine karsi gelisimleri belirlenmistir.
pH 2.0’de yapilan denemede DA7, DA23, DA217, DA218 ve DA225 kodlu izolatlar
1. saatin sonunda canli kalabilirken higbir izolat 3. saattin sonunda canliligini
koruyamamustir. pH 3.0’de ise 3. saat sonunda en diisiik canlilik oran1 % 70 olarak
tespit edilirken suslarda 3. saatin sonunda ortalama 2.5 logaritmalik bir diisiis tespit
edilmistir. DA22 ve DA25 kodlu suslar 1. saatin sonunda canliliklarini yitirmisler ve

bir sonraki denemeye alinmamislardir.

Daniel vd., (2006) bes farkli lactobacillus susu ile in vitro ortamda yaptiklari mide
denemesinde suslar 20. dakikaya kadar % 65 ve istiinde canlilik oranmi verirken 1.
saatin sonunda bu oran en fazla % 39 olarak belirlenmistir. Maragkoudakis vd.,
(2006) siit tirtinlerinden izole etikleri 29 adet Lactobacillus susunun probiyotik olma
Ozelliklerini incelemiglerdir. Bu amagla yaptiklart mide denemelerinde pH’s1 2.0 olan
fosfat buffer tampona 3 mg/mLolacak sekilde pepsin eklemis ve 0., 1., ve 3. saatlerde
canlilik tespiti yapmiglardir. 3. saatin sonunda suslarda ortalama 2.5 logaritmalik bir
diistis gozlemlenmistir. En iyi sonucu veren suslar ise L. rhamnosus ve L. paracasei
subsp. paracasei olmustur. Cholakov vd., (2014) bozadan izole ettikleri L.
plantarum BG24 izolatinin probiyotik olma ozelliklerini belirlemek amaciyla
yaptiklar1 analizlerde. mide ortami olugturmak amaciyla pH 2.0’de 0.5% NaCl ve
pepsin eklenmis fosfat buffer tamponda 0., 2., 4., 24. saatlerde canlilik tespiti
yapmuglardir. 24 saatin sonunda 5 logaritmalik bir diisiis oldugu tespit edilmistir.
Teneva vd., (2015) salata sosundan izole ettikleri Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus TAB2 ve Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus B1, suslarinin pH 2.0
+ pepsine karsi canliligini inceledikleri galismada her iki susunda 2. saatin sonunda
ortalama 6 kob/mL canlilik kaybettiklerini tespit etmislerdir. Ashraf ve Smith (2016)
calismalarinda on yedi farkli laktik asit bakterisinin probiyotik olma ozelliklerini
incelemislerdir. Bu amagla olusturduklart mide ortaminda ( pH 2.0 ve pH 3.0 ) yedi
farkli izolat % 55 ve tizerinde bir canlilik orani gdstermistir. Zhang vd., (2016)’da

yaptiklart ¢alismada 69 Lactobacillus susunu ¢ig siitten yapilmig peynirden izole

59



etmisg ve probiyotik olma 6zelliklerini incelemislerdir. Toplamda 29 sus pH 2.0 ve

pH 3.0 ‘e kars1 2 saatin sonunda ortalama % 90 oraninda canlilik gostermistir.

Calisma sonuglarimiz Maragkoudakis vd., (2006) ile paralellik gostermistir. Teneva
vd., (2015)’nin calismasinda oldugu gibi izolatlarimizin pH 2.0’de yiiksek bir
canlilik kaybina ugradig1 goriilmiistir. Cizelge 4.5’de kiiltiirlerin pH 2.0°de pepsine
kars1 gelisimleri Cizelge 4.6’da ise kiiltiirlerin pH 3.0°de pepsine kars1 gelisimleri
verilmistir. DA3, DA49 ve DA201 kodlu suslar stoklarindan aktiflestirilememistir.

Kiiltiirlerin canliliklarini kaybettikleri diistiniilmektedir.

Cizelge 4.5. Kiiltirlerin 3 mg/mL pepsin i¢eren pH 2.0 PBS tampondaki direnglilik

gelisimleri
Mikroorganizma oh 1h 3h 0-1h. 1-3h. 0-3h.
Kod Numarasi ' ' ) Canlilik % Canlihik % Canlilik %

DA 1 8.61 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 2 7.74 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 4 7.26 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 7 8.07 5.92 0.00 73.35 0.00 0.00
DA 8 7.40 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 9 7.79 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 20 8.32 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 22 7.45 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 23 8.13 4.69 0.00 57.68 0.00 0.00
DA 25 8.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 28 8.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 29 8.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 100 7.81 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 116 7.92 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 134 8.19 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 135 8.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 136 7.09 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 140 7.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 142 7.57 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 161 7.43 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 199 8.40 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 217 8.30 4.30 0.00 51.80 0.00 0.00
DA 218 8.60 3.00 0.00 34.88 0.00 0.00
DA 225 8.70 3.00 0.00 34.48 0.00 0.00
DA 242 8.17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 245 6.69 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 254 8.19 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 255 8.60 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 256 8.77 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 260 8.25 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 263 8.77 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 267 8.61 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 268 8.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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Cizelge 4.6. Kiiltiirlerin 3mg/mL pepsin igeren pH 3.0 PBS tampondaki direnglilik

gelisimleri
Mikroorganizma oh. 1h 3h. 0-1h. 1-3h. 0-3h.
Kod Numarasi Canhihik %  Canhhk % Canlilik %
DA 1 7.92 7.07 6.47 89.26 91.51 81.69
DA 2 7.84 7.59 7.55 96.81 99.47 96.30
DA 4 8.20 8.32 7.90 101.46 94.95 96.34
DA77 7.32 7.44 7.44 101.63 100.00 101.63
DA 8 8.04 7.77 6.0 96.64 77.22 74.62
DA 9 7.95 7.72 7.81 97.10 101.16 98.23
DA 20 7.77 7.74 7.74 99.61 100.00 99.61
DA 22 7.93 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 23 8.17 7.27 5.74 88.98 78.95 70.25
DA 25 8.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DA 28 8.17 8.95 8.87 109.54 99.10 108.56
DA 29 7.56 7.23 0.00 95.63 0.00 0.00
DA 100 8.17 8.04 8.92 98.40 110.94 109.17
DA 116 7.84 5.00 0.00 63.77 0.00 0.00
DA 134 8.20 8.23 8.23  100.36 100 100.36
DA 135 7.65 8.87 8.00 11594 90.19 104.57
DA 136 8.97 8.92 7.77 99.44 87.10 86.62
DA 140 8.04 7.47 7.77 92.91 104.01 96.64
DA 142 8.14 8.00 8.97 98.28 112.12 110.19
DA 161 8.30 5.47 0.00 65.90 0.00 0.00
DA 199 8.07 8.04 8.87 99.62 110.32 109.91
DA 217 8.11 8.95 7.11 110.35 79.44 87.66
DA 218 7.75 8.87 8.3 114.45 93.57 107.09
DA 225 7.23 7.69 7.59 106.36 98.69 104.97
DA 242 8.11 7.72 7.14 95.19 92.48 88.03
DA 245 8.17 8.47 8.57 103.67 101.18 104.86
DA 254 7.00 6.69 6.47 95.57 96.71 92.42
DA 255 8.00 7.84 7.23 980 92.21 90.37
DA 256 7.54 5.47 0.00 72.54 0.00 0.00
DA 260 7.23 7.84 5.84 108.43 74.48 80.77
DA 263 7.20 5.90 0.00 81.94 0.00 0.00
DA 267 8.00 6.77 5.81 84.62 85.81 72.62
DA 268 7.54 5.47 0.00 72.54 0.00 0.00
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4.5. Pankreatine Karsi Gelisimin Belirlenmesi

Suslarin pankreatine karsi direng Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla pH’s1 8.0°e
ayarlanan PBS tampona 1 mg/mL olacak sekilde pankreatin ilave edilmistir. Bir
onceki testte canliligini koruyan 31 adet izolatin canliliklart belirlenmistir. Deneme
sonunda izolatlarin 14 tanesi pankreatine karsi 4. saat sonunda %100 ve {lizerinde
canlilik oranina sahip iken DAZ2, DA7, DA254 ve DA267 nolu suslar 4. saatin

sonunda canlilik gosterememislerdir.

Denkova vd., (2012) hamur mayasindan izole ettikleri L. acidophilus Z10 susunu pH
4.5 + pankreatin ve pH 7.0 + pankreatin olmak tlizere iki farkli ortama tabi
tutmuslardir. 0., 2., 4., ve 24. saatlerde yaptiklar1 canlilik tespiti sonucunda pH 4.5 +
pankreatin igeren ortamda 2.8 logaritmalik diisiis, pH 7 + pankreatinli ortamda ise
2.4 logaritmalik diisiis olmustur. Balamurugan vd., (2014) kaymaktan izole ettikleri
12 adet Lactobacillus susunun probiyotik olma o6zelliklerini incelemislerdir. Bu
amacla pH 8.0’de 1 mg/mL olacak sekilde MRS sivi besiyerinde 4 saat siire ile
gelisimleri incelenmistir. Suslarin tamami bu kosullarda canli kalmay1 basarmistir.
Tokath vd., (2015) karigik tursudan izole ettikleri 21 adet L. plantarum, 11 adet P.
ethanolidurans ve 7 adet L. brevis suslarinin probiyotik olma 6zelliklerini tespit
etmek amaciyla yaptiklar pankreatine direnglilik testinde 1mg/mL olacak sekilde pH
8.0’de fosfat buffer tamponda 4 saatlik inkiibasyonun sonunda en fazla % 63 canlilik

orani gostermislerdir.

Elde edilen sonuglar yiiksek canlilik oranini agirlikli olarak peynirlerden elde edilen
izolatlarda oldugunu gostermistir. Ancak diger izolatlarda da en fazla 1 logaritmalik
diisiis oldugu belirlenmistir. Yapilan diger ¢alismalar ile kiyaslandiginda izolatlarin
pankreatine karsi oldukga iyi gelisim diizeyine sahip olduklar1 belirlenmistir. Cizelge

4.7°de kiiltiirlerin 1 mg/mL pankreatine karsi sonuglar1 verilmistir.
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Cizelge 4.7. Kiitiirlerin Img/mL pankreatine kars1 gelisim sonuglari

Mikroorganizma Kod Numarasi Oh. 4h., 0-4h. Canhlik %
DA 1 8.07 7.84 97.15
DA2 8.00 0.00 0.00
DA 4 8.23 8.17 99.27
DA7 8.00 0.00 0.00
DA S8 8.04 8.27 102.86
DA9 8.25 8.39 101.70

DA 20 8.00 8.00 100.00
DA 23 8.39 8.39 100.00
DA 28 8.47 8.32 98.23
DA 29 8.49 8.34 98.23
DA 100 8.39 8.41 100.24
DA 116 8.30 8.00 96.39
DA 134 8.54 8.70 101.87
DA 135 8.51 8.43 99.06
DA 136 8.68 8.68 100.00
DA 140 8.51 8.17 96.00
DA 142 8.54 8.39 98.24
DA 161 8.00 8.23 102.88
DA 199 8.00 8.81 110.13
DA 217 8.47 8.60 101.53
DA 218 8.14 8.30 101.97
DA 225 8.30 8.14 98.07
DA 242 8.04 8.17 101.62
DA 245 8.54 8.30 97.19
DA 254 8.00 0.00 0.00

DA 255 8.47 8.39 99.06
DA 256 7.81 8.07 103.33
DA 260 8.65 8.30 95.95
DA 263 7.76 7.92 102.06
DA 267 7.81 0.00 0.00

DA 268 7.83 7.70 98.34
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4.6. Antibiyotik Direnci

Calismamizda 27 adet laktobasil susunun antibiyotik direnci disk diflizyon yontemi
kullanilarak belirlenmistir. Antibiyotiklerin etki mekanizmalar1 goz Oniine alinarak
yapilan degerlendirme yapilmistir. Bu degerlendirme sonucunda izolatlar, hiicre
sentezini inhibe eden antibiyotiklerden penisiline kars1 % 48.1 i diregli, % 33.3’{ orta
derecede duyarli % 18’1 ise duyarhidir. Ampisiline kars1 suslarin % 81.5’1 duyarh
iken metisiline kars1 % 96.3’1i direngli bulunmustur. Basitrasine suslarin % 59.3’i
direnclidir. Amoksillin kluvanik asite karsi suslarin % 85.1°1 duyarli iken 27 susun
tamami vankomisin ve teikoplanine karst direngli bulunmuslardir. Cizelge 4.8°de

kiiltiirlerin antibiyotik direnglilik sonuglar1 verilmistir.

Charteris vd., (1998) calismasinda insan ve farkli siit {irlinlerinden izole edilmis 46
laktobasil susunun 44 farkli antibiyotige kars1 direncliligini belirlemislerdir. Suslarin
tamam1 kanamisin. streptomisin. norfloksasin. gentamisin. amikasin. sefoksitin.
polimiksin. aztreonam’a karsi direngli iken tetrasiklin. kloramfenikol. rifampisine
kars1 duyarli bulunmuslardir. Gad vd., (2014) calismasinda 244 adet laktik asit
bakterisinin antibiyotik direngliliklerini belirlemislerdir. Lactobacillus spp. suslarin
% 20.3’0 penisiline kars1 direngli, Sephalexin’e kars1 orta derecede duyarl,
sefoperazon’a ise duyarli bulunmuslardir. Lactobasillus suslarimin % 40.6’s1
vankomisine ve % 17.4’si streptomisine direngli bulunmuslardir. Laktokok ve
Streptokok izolatlarin tamami ise vankomisine karsi duyarli bulunmustur. Sharma
vd., (2016) ¢alismasinda L. rhamnosus, L. acidophilus, L. casei, L. reuteri, L.
plantarum ve L. fermentumdan olusan 30 adet laktobasil susunun antibiyotik
direngliliklerini incelemislerdir. Nalidisik asit, vankomisin, kanamisin, teikoplanin,
amikasin, streptomisin, norfloxasin, cefepime ve nitrofurantoin’e karsi direngli
bulunurken  cefatrixon, ceftazidim, cefadroxil, cefotaxime, sephalotonin,
sefoperazone ve netillin’e karsi agirlikli olarak duyarli bulunmuslardir. Ashraf ve
Smith (2016) ¢aligmalarinda on yedi farkli laktik asit bakterisinin probiyotik olma
ozelliklerini incelemislerdir. Tiim suslar ampisilin ve eritromisine karsi duyarl
bulunurken vankomisin ve streptomisin toleransi, gentamisin, klindamisin ve
tetrasikline oranla daha yiiksek bulunmustur. Bu toleranslarm antibiyotik
tedavisinden sonra bagirsak kolonizasyonu ve yenilemesi sirasinda suslara fayda

saglayabilecegini diistinmiislerdir. Wolupeck vd., (2017) ¢alismasinda sosisden izole
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edilmis 57 adet L. plantarum susunun disk difiizyon ve MIC yontemleri ile
antibiyotik direnclilik 6zelliklerini belirlemislerdir. En yiliksek direnglilikler
streptomisin ve ampisiline karst bulunurken en yiliksek duyarlilik ise tetrasiklin,

kloramfenikol ve penisilin G’ye kars1 bulunmustur.

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, Wolupeck vd., (2017) ¢alismasina kiyasla
izolatlarimiz penisiline kars1 yiiksek bir direng gosterirken, Vankomisin ve
streptomisin direngliligi Wolupeck vd., (2017) ile Sharma vd., (2015) c¢aligsmalart ile
paralellik goOstermistir. izolatlarin tamaminin vankomisine direngli olmasinin
Lactobacillus suslarinin  bu antibiyotige karsi dogal direngli olduklarim
diisinmemize neden olmustur. Sekil 4.1’de Lactobacillus fermentum DA134 ve

Lactobacillus plantarum DA218 suslarinin antibiyotiklere duyarliliklart verilmistir.

Sekil 4.1. Lactobacillus plantarum DA218 ve Lactobacillus fermentum DA134
suslarinin antibiyotiklere duyarliliklar

DA20, DA23, DA28, DA100, DA116, DA217 ve DA263 kodlu izolatlarin kontrol
amactyla 24. saatte yapilan incelemesinde Klindamisine (DA) karsi direng
gelistirdikleri goriilmistiir. Bu  izolatlar  agirhikli olarak peynirden izole
edilmislerdir. Bunun Klindamisinin siit hayvanlarmin tedavisinde sikca
kullanilmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Cizelge 4.9°da Izolatlarmin

antibiyotik duyarlilik ve direnclilik ylizdeleri verilmistir.
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Cizelge 4.8. Kiiltiirlerin antibiyotik direnglilik sonuglari

DNA Replikasyonunu

Hiicre Sentezini inhibe Edenler Protein Sentezini inhibe Edenler .
Inhibe Edenler
P AM ME VA B AMC TEC TE S K N CN C DA E NA CIP

DA1 R S** R R R S R | R R R R S S S R R
DA4 S S R R R S R | R R R R | S S R R
DAS8 R S S R S R R S R R | R S S S R R
DA9 R S R R S S R R R | | S S R S R R
DA20 | S R R S S R S R R R S S S S R R
DA23 S | R R S S R S R R R S S S S R R
DA28 S S R R S S R R R R | R S S S R R
DA29 S S R R R S R R R R R R S R S R R
DA100 R S R R R S R | R R R R S S S R R
DA116 | S R R R S R | R R R R S S S R R
DA134 | S R R R S R | R R R R S R S R R
DA135 R S R R R S R | R R R R S R S R R
DA136 R S R R R S R | R R R R S S S R R
DA140 R S R R R S R | R R R R | S S R R
DA142 R S R R R S R | R R R R S S S R R
DA161 | | R R S S R S R R R R S S S R R
DA199 R S R R R S R | R R R R S R S R R
DA217 R S R R R S R | R R R R | S S R R
DA218 R S R R R S R | R R R R S S S R R

AMP: Ampisilin (10 pg). E: Eritromisin (15 pg).CN: Gentamisin (10 pg). C: Kloramfenikol (30 pg). ME: Metisilin (5 pg). K: Kanamisin (30 pg). S:
Streptomisin (30 pg). DA: Klindamisin (2 pg). N: Neomisin (30 pg). P: Penisilin G (10 U). AMC: Amoxycillin-clavulanic acid (30 pg). CIP: Siprofloksasin (5
ug). TEC: Teikoplanin (30 pg). TE: Tetrasiklin (30 ug). NA: Nalidisik asit (30 mg). B: Basitrasin (10 U). VA: Vankomisin (30 pug) **S: Duyarh; I: Orta
seviyede direngli; R: Direngli
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Cizelge 4.8. Kiiltiirlerin antibiyotik direnglilik sonuglari (Devam)

DNA

Hiicre Sentezini Inhibe Edenler Protein Sentezini inhibe Edenler Replikasyonunu

Inhibe Edenler
DA225 | S R R R R R R R R R R S S S R R
DA242 R | R R | | R | R R R R R R S R R
DA245 S | R R S S R R R R R R S S S R S
DA255 | S R R R S R R R R R R S S S R R
DA256 | S R R S S R S R R S R R S | R R
DA260 R | R R R S R R R R R R | R | R R
DA263 | S R R S S R | R R R R S S | R R
DA268 | S R R S [ R [ R R R R S S S R R

AMP: Ampisilin (10 pg). E: Eritromisin (15 pg).CN: Gentamisin (10 pg). C: Kloramfenikol (30 pg). ME: Metisilin (5 pg). K: Kanamisin (30 pg). S: Streptomisin (30 pg). DA:
Klindamisin (2 pg). N: Neomisin (30 pg). P: Penisilin G (10 U). AMC: Amoxycillin-clavulanic acid (30 pg). CIP: Siprofloksasin (5 pg). TEC: Teikoplanin (30 pg). TE: Tetrasiklin
(30 ug). NA: Nalidisik asit (30 mg). B: Basitrasin (10 U). VA: Vankomisin (30 pg) **S: Duyarl; I: Orta seviyede direngli; R: Direngli
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Cizelge 4.9. Izolatlarin antibiyotik duyarlilik ve direnglilik yiizdeleri

Antibiyotikler *S I R
n** % n** % n** %

Penisilin G 5 18.50 9 33.30 13 48.10
Ampisilin 22 81.50 5 18.50 - 0.00
Metisilin 1 3.70 - 0.00 26 96.30
Vankomisin - 0.00 - 0.00 27 100.00
Basitrasin 10 37.00 1 3.70 16 59.30
Amoxycillin-clavulanic acid 23 85.10 2 7.40 2 7.40
Teikoplanin - 0.00 - 0.00 27 100.00
Tetrasiklin 5 18.50 15 55.50 7 26.00
Streptomisin - 0.00 - 0.00 27 100.00
Kanamisin - 0.00 1 3.70 26 96.30
Neomisin 1 3.70 3 11.10 23 85.20
Gentamisin 3 11.10 - 0.00 24 88.90
Kloramfenikol 21 77.80 4 14.80 2 7.40
Klindamisin 20 74.00 - 0.00 7 26.00
Eritromisin - 0.00 4 14.80 23 85.20
Nalidisik asit - 0.00 - 0.00 27 100.00
Siprofloaksasin 1 3.70 - 0.00 26 96.30

*S: Duyarli. I:Orta seviyede direngli. R: Direngli **n: Izolat sayis1
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Mikroorganizma Sayisi

Mikroorganizma Sayisi
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Sekil 4.2 Tulum peynirinden elde edilen izolatlarin antibiyotik direnglilik sonuglari
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Sekil 4.3. Sucuk orneklerinden elde edilen izolatlarin antibiyotik direnglilik sonuglari
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Sekil 4.4. Tursu 6rneklerinden elde edilen izolatlarin antibiyotik direnglilik sonuglari
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Sekil 4.5. Bitki drneklerinden elde edilen izolatlarin antibiyotik direnclilik sonuglar1

70

OR

as




& ) + N o C & <

Mikroorganizma Sayisi

Antibiyotik cesitleri

Sekil 4.6. Protein sentezini inhibe eden antibiyotiklere kars1 izolatlarin sonuglar
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Sekil 4.7. DNA replikasyonunu inhibe eden antibiyotiklere karsi izolatlarin sonuglar
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Sekil 4.8. Hiicre sentezini inhibe eden antibiyotiklere karsi izolatlarin sonuglar
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4.7. Lizozim Direnci

Probiyotik mikroorganizmalarin sagliga faydali etki gosterebilmeleri igin. canli
olarak ve yeterli sayida bagirsaga ulagsmalar1 gerekmektedir. Ayrica mide sivisinda
bulunan baglica inorganik maddeler; anyon olarak Cl, HCOZ, PO42 ve SO42:
katyon olarak ise H*, K*, Na*, Ca*2 ve Mg*#’dur. Ayrica mukus, pepsin, intrinsik
faktor, gastrik lipaz, niikleazlar, rennin (kimozin), lizozim, LDH, iireaz ve karbonik
anhidraz mide sivisinda bulunan organik maddeleri olusturmaktadir. Serum
proteinleri arasinda yer alan lizozim enzimi, bakteri hiicre duvarinda bulunan N-
asetil miiramik asit ile N-asetil glikozamin arasindaki B-1.4 glikozidik bagi
pargalayarak bakterilerin lize olmasina yol a¢an antimikrobiyal bir enzimdir (Akman
1967; Giir vd., 2010; Sudagidan, 2013). Lizozim insan viicudunda da biyolojik
stvilarda 6rnegin serum, tiikiirik ve mukus gibi noktalarda 1-13 mg/mL araliginda
bulunmaktadir. Farkli kaynaklardan izole edilmis Lactobacillus tiirlerinin lizozim
direncinin 0.1-10 mg/mL lizozimde orta ila yiiksek direng (% 3.24-99.97) gosterdigi
bilinmektedir (Gilez-Gomez vd., 2016).

Bu amacla tez ¢alismamizda incelenen 6zelliklerden biriside lizozim enzimine olan
direngdir. Caligmada 27 adet laktik asit baktersinin tamami 100 mg/L lizozime kars1
90 dakika sonunda canliliklarini korumuslardir. Canlilik yiizdeleri % 75.90 ile %

107.80 arasinda belirlenmistir.

Dias vd., (2015) calismasinda sarapdan izole edilen Laktobasiller iizerinde lizozimin
etikisini incelemiglerdir. L. hilgardii, L. collinoides ve L. fructivorans suslart 200
mg/L lizozim konsantrasyonuna direngli bulunmustur. Riaz vd., (2015) ¢alismasinda
cesitli fermente siit iriinlerinden izole ettigi Lactobasillus suslarinin farkl
konsantrasyonlardaki (200 pg/L, 300 pg/L, 400 pg/L, 500 pg/L) lizozim
direncliligini belirlemislerdir. Suglar 200 ug/L, 300 pg/L lizozimde yiliksek oranda
canlilik gostermislerdir. Tomaska vd., (2015) L. casei 21L10, L. johnsonii KB2-1 ve
L. plantarum 25/1L suslarinin 400 mg/L  lizozimdeki direngliliklerini
belirlemiglerdir. L. plantarum 25/1L susu duyarli bulunurken diger iki sus
canliliklarimi korumuslardir. 27 adet izolatin tamami 100 mg/L lizozim’e kars
canliliklarin1  korumuslardir. Giles-Gémez vd., (2016) c¢alismasinda geleneksel

Meksika igkisinden izole ettikleri L. mesenteroides susunun lizozime olan direncini
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belirlemis sonuglarmi L. casei ile kiyaslamiglardir. 100 mg/L lizozime kars1 30.
dakikada L. mesenteroides % 89.56. 120. dak ‘da ise % 70.71 canlilik verirken L.
casei % 99.84 ve % 89.14 vermistir. Rajoka vd., (2018) calismasinda kiimes
hayvanlarinin bagirsaklarindan izole edip tanimladiklar1 13 adet laktobasil susunun
probiyotik olma 6zelliklerini incelemislerdir. Bu amagcla yaptiklari lizozime direng
testinde suslar 100 mg/L lizozime karsi 120. dakikada % 70 ile % 90 arasinda
canlilik oran1 vermislerdir. En iyi sonuglar L. reuteri SHA103, L. vaginalis SHA110
suslarindan elde edilmistir. Cizelge 4.10°da izolatlarin 100 mg/L lizozime Kkarsi

canlilik diizeyleri verilmistir.
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Cizelge 4.10. izolatlarin 100 mg/L lizozime kars1 canlilik diizeyleri

Mikroorganizma Kod

Oh. 90 dak. 0-90 dak. Canlilik %
Numarasi

DAl 8.11 8.20 101.10

DA4 8.23 8.43 102.43

DAS8 8.20 1.77 94.75

DA9 8.60 8.20 95.34
DA20 8.17 7.47 91.43
DA23 8.00 6.77 84.62
DA28 7.56 6.60 87.30
DA29 8.60 8.41 97.79
DA100 7.11 6.90 97.04
DA116 7.54 6.60 87.53
DA134 8.30 8.34 100.48
DA135 7.00 7.47 106.71
DA136 8.04 7.78 96.76
DA140 8.34 8.47 101.55
DA142 8.39 8.00 95.35
DA161 7.84 8.20 104.59
DA199 8.14 7.90 97.05
DA217 8.04 8.20 101.99
DA218 7.69 6.77 88.036
DA225 8.17 1.77 95.10
DA242 8.07 8.34 103.34
DA245 8.14 8.20 100.73
DA255 8.62 8.54 99.07
DA256 8.30 6.30 75.90
DA260 8.39 8.47 100.95
DA263 8.23 7.90 95.99
DA268 7.30 7.87 107.80
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4.8. Fenol Direncliligi

Tez c¢aligmasinda diger testlerden canlilik gosteren izolatlarin fenol direncini
belirlemek amaciyla % 0.3 fenolde deneme yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda
toplamda 27 mikroorganizma yiiksek canlilik orani gostererek hayatta kalmistir.
Calisma sonunda izolatlardan DA9 ve DAI161 24. saat sonunda canliliklarin
kaybederken diger izolatlar ortalama 1 logaritmalik diisiis gostermislerdir. Bu durum
yapilan ¢alismalar ile paralellik gostermektedir. Cizelge 4.12°de izolatlarin fenol

direngliligi sonuclar1 verilmistir.

Enterobacteriaceae, Peptostreptococcus, Clostridia ve Eupacteria gibi bagirsakta
bulunan mikroorganizmalar {ire iiretebilmektedirler. Bu maddenin hidrolizi sonucu
ortaya amonyak, fenol, farmakolojik olarak aktif maddeler ve indol aminler gibi
potansiyel olarak zehirli maddeler agiga ¢ikmaktadir (Pozza vd., 2011). Bu fenolikler
laktik asit bakterilerinin gelisimi iizerine olumsuz etki olusturabilmektedirler (Yadav
vd., 2016). Probiyotik mikroorganizmalar. bagirsak sisteminde bulunabilen bu
maddelerin  bazilarin1 inaktive ederek veya inhibe ederek immiin yaniti tesvik
etmektedir. Bunu prokanserojenleri kanserojene ¢eviren nitro-rediiktaz. Azorediiktaz
ve beta-glukuronidaz gibi enzim aktivitelerini rediikte ederek yaptiklari ya da diyette
bulunan proteinlerinden tiiretilen ve fenollerin olusumuna yol acabilen aromatik
amino asitleri deamine ederek engelledikleri diistiniilmektedir (Can, 2007; Yadav
vd., 2016). Bu nedenle probiyotik Ozellik gosterecek mikroorganizmalarin fenol

direnci tagimasi énemlidir.

Pozza vd., (2011) 10 farkli laktobasil susunun % 0.3 fenole karsi direng 6zelligini
incelemislerdir. Suslar % 0.3 v/v fenol konsantrasyonunda gelisim gostermistir. Kilig
vd., (2013) ¢alismasinda 20 adet laktobasil susunuun probiyotik olma 6zelliklerini
belirlemislerdir. Bu amagla yapilan % 0.4 fenol direng¢ analizi sonucunda izolatlarin
biiyiikk bir ¢ogunlugu yiiksek bir canlilik oran1 gdstermistir. Sadrani vd., (2014)
fermente gidalar, meyveler ve insandan izole ettikleri laktobasil suglarmin % 0.4 ve
% 0.6 oraninda fenoli skimmilk’e ekleyerek fenole karsi direncliligini tespit
etmiglerdir. Suglarin tamami % 0.4 fenolde yiiksek canlilik oran1 gosterirken % 0.6

fenolde 5 yalnizca mikroorganizma hayatta kalmay1 basarmistir. Yadav vd., (2016)
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yerel igeceklerinden izole ettikleri L. plantarum suslarinin fenole direngliligini
belirlemek amaciyla MRS siv1 besiyerine % 0.4 fenol ekleyerek 0. ve 24. saatlerdeki
canliliklarini tespit etmislerdir. Calisma sonunda 6 izolattan 2’si inhibe olurken
RYPR1 kodlu izolat oldukga yliksek bir canlilik oram1 yakalamistir. Ayrica yapilan
farkli ¢aligmalar sonucunda % 0.5 v/v fenol konsantrasyonunda laktobasillerin tam
inhibisyona ugradig1 % 0.4 v/v fenol varliginda ise bakteriostatik bir etki oldugu

goriilmiistiir (Pozza vd., 2011).

Yapilan analizler sonucunda toplamda 27 mikroorganizma yiiksek canlilik orani
gostererek hayatta kalmistir. Bu mikroorganizmalardan bagirsak hiicrelerine tutunma
ve patojenlerin tutunmalarint engelleme yeteneklerinin belirlenmesi i¢in yapilacak
analizlerde kullanilmak {izere se¢cim yapilmistir. Bu se¢im i¢in mikroorganizmalarin
oncelikle yapilan analizlerde sahip olduklart canlilik ylizdeleri gbz Oniinde
bulundurulmustur. Ayrica ayni gida 6rneklerinden elde edilen izolatlarin mikroskop
goriintlileri  tekrar incelenmis her analiz igin alinan sonuglar tekrar
degerlendirilmistir. Secilen 15 adet mikroorganizmaya 16S mikrobiyal tanimlama
analizi GEN Plaza Biyoteknoloji Merkezi tarafindan yapilmistir. Bu yonteme gore

tanimlanan izolatlar Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11. Molekiiler tanisi yapilan suglarin listesi

Izolat Kodu 16S Mikrobiyal Tammmlama Analizi Sonucu
DA4 Lactobacillus casei DA4
DAS8 Weissella cibaria DA8
DA28 Weissella cibaria DA28
DA100 Lactobacillus plantarum DA100
DA134 Lactobacillus fermentum DA134
DA135 Lactobacillus plantarum DA135
DA140 Lactobacillus plantarum DA140
DA199 Lactobacillus plantarum DA199
DA218 Lactobacillus plantarum DA218
DA225 Lactobacillus plantarum DA225
DA245 Lactobacillus plantarum DA245
DA255 Lactobacillus plantarum DA255
DA256 Lactobacillus coryniformis DA256
DA263 Lactobacillus coryniformis DA263
DA268 Leuconostoc lactis DA268
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Cizelge 4.12. izolatlarin % 0.3 fenole kars1 canlilik sonuglar

Mikroorganizma Kod Oh. 24h. 0-24h. canlihik%
Numarasi
DA1 8.06 6.00 74.44
DA4 7.81 6.77 86.68
DA 8 7.91 4.69 59.29
DA9 7.30 0.00 0.00
DA20 6.69 4.00 59.79
DA 23 7.20 5.00 69.44
DA28 8.20 6.69 81.58
DA29 7.60 6.69 88.02
DA100 7.93 6.77 85.37
DA 116 8.39 6.00 71.51
DA 134 8.17 6.00 73.43
DA 135 6.30 6.77 107.46
DA 136 7.20 6.77 94.02
DA 140 8.70 6.77 77.81
DA 142 8.00 5.90 73.75
DA 161 7.00 0.00 0.00
DA 199 7.20 6.77 94.02
DA 217 8.06 6.69 83.00
DA 218 8.32 6.77 81.37
DA 225 8.30 8.00 96.38
DA 242 7.93 6.77 85.37
DA 245 8.23 6.77 82.26
DA 255 7.99 6.00 75.09
DA 256 8.14 6.69 82.18
DA 260 7.91 6.30 79.64
DA 263 7.20 6.69 92.91
DA 268 8.34 4.87 58.39

4.9. Ekzopolisakkarit Uretimi

Ekzopolisakkarit liretimini belirlemek amaciyla yapilan analiz sonucunda 15 adet
izolattan 9 tanesi sakkaroz iceren MRS kat1 besiyerinde parlak, mukoz bir yap1
tretmislerdir. Sekil 4.9’da L. plantarum DA255 ve L. coryniformis DA263
izolatlarin sakkaroz igceren MRSA ve MRS sivi besiyerinde olusturduklar parlak,

mukoz yap1 gosterilmektedir.
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Sekil 4.9. L. plantarum DA255 ve L. coryniformis DA263 izolatlarin olusturdugu
parlak, mukoz yap1

Izolatlarin {irettigi EPS miktar1 11. 9 ile 1.1 mg/L arasinda belirlenmistir. Dut
bitkisinden izole edilen L. plantarum DA255 susu 11.9 mg/L ile en yiiksek EPS
tireticisi olarak belirlenmistir. Ardindan tursudan izole edilen L. plantarum DA100
izolat1 9 mg/L verirken en diigiik miktar beyaz peynirden izole edilen L. fermentum
DA134 susunda 1.1 mg/L olarak belirlenmistir. Cizelge 4.13’de izolatlarin {irettigi

EPS miktarlart mg/L olarak verilmistir.

Cizelge 4.13. Izolatlarn iirettigi EPS miktarlar1 (mg/L)

Mikroorganizma EPS miktar1 (mg/L)
W. cibaria DA8 2.95
W. cibaria DA28 2.40
L. plantarum DA100 9.00
L. fermentum DA134 1.10
L. plantarum DA140 2.40
L. plantarum DA199 2.80
L. plantarum DA245 5.00
L. plantarum DA255 11.90
L. coryniformis DA263 4.90

Van Geel-Schutten vd., (1998) ¢alismalarinda 182 adet Lactobacillus susundan 60
tanesinin EPS direttigini, bunlardan 17 susun EPS {iiretiminin 100 mg/L’den fazla
oldugu belirlemislerdir. Ayrica ¢alisma sonunda EPS iiretimi i¢in en uygun bilesenin
sakkaroz oldugunu kaydetmislerdir. Feng vd., (2012) ¢alismasinda Cin’e 6zel ¢esitli
geleneksel fermente gidalardan izole edilen laktik asit bakterilerinin EPS iiretimlerini
belirlemislerdir. En yiiksek EPS iretim kapasitesi (0.859 g/L) L. plantarum
(HQ259238) susundan elde etmislerdir. Dilna vd., (2015) ¢alismasinda laktik asit
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bakterilerinin uygun kosullar saglandiginda EPS iiretimi icin yararli olacagini
diistinmiislerdir. Bu amagla yaptiklar1 ¢aligmada L. plantarum RJF4 susu yapisinda
glukoz ve mannoz igeren bir heteropolisakkariti 3.5 g/L diizeyinde iiretmistir. Wang
vd., (2015) galismasinda kefirden izole ettikleri L. plantarum YW32 susunun EPS
tiretimini ve yapisini belirlemiglerdir. L. plantarum YW32 tarafindan iiretilen EPS
yaklagik sirasiyla 8.2:1:4.1:4.2'lik mol oraninda mannoz, friiktoz, galaktoz ve
glukozdan olusmustur. Ayrica olusan EPS’nin 1.03x10° Da'lik bir molekiil agirligina
sahip oldugunu belirlemislerdir. Uretilen EPS’nin yiiksek sicakliga (283.5°C)
ksidroksil ve siiperoksit radikallerine karsi antioksidan aktiviteye ve bazi patojen
bakteriler lizerinde antibiofilm aktivitesi ile insan HT-29 hiicrelerine kars1 antitimor
aktivitesine sahip oldugunu belirlemislerdir. Demir vd., (2017) yogurttan izole
ettikleri laktik asit bakterilerinin EPS tiretimlerini belirlemisler ve bakterilerin EPS

tiretim miktarlar1 5.89 ile 134.60 mg/L arasinda tespit etmiglerdir.

4.10. Kolesterol Asimilasyon Yetenekleri

Baz1 Lactobacillus veya Bifidobacterium iceren fermente siit iriinlerinin
tiiketilmesinin. insanlarda serum kolesterol diizeylerini diisiirdiigii iddia edilmektedir
(Burhan vd., 2017). Tez kapsaminda probiyotik 6zellikler tasidigi diistiniilen 15 adet
laktik asit bakterisinin % 0.3 safra tuzu ve % 2 kolesterol varliginda Kkolesterol
asimilasyon yetenekleri belirlenmistir. izolatlarin toplam kolesterol asimilasyon
yiizdeleri % 60.71 ile % 16.71 arasinda degigsmektedir. EPS iireticisi olmayan L.
lactis DA268 % 60.71 ile en yiiksek asimilasyonu saglamigtir. L. plantarum DA245
susu ise 1yi bir EPS {ireticisi olmasina karsin kolesterol asimilasyon yiizdesi % 16.71
olarak bulunmustur. Cizelge 4’de izolatlarin kolesterol asimilasyon yiizdeleri ve

miktarlar1 verilmistir.

Anandharaj ve Sivasankari (2015) calismalarinda anne siitiinden izole ettikleri
laktobasil ~ suslarmin  farkli  kolesterol = miktarlarinda ve safra  tuzu
varliginda/yoklugunda asimilasyon ozelliklerini belirlemislerdir. Suslar safra tuzu
yoklugunda % 23.28-35.41 mg/mLaraliginda kolesterol asimile ederken % 0.3 safra
tuzu varliginda en yiksek deger % 61.05 mg/mLolarak belirlenmistir.
Lertcanawanichakul vd., (2015) Pediococcus plantarum L14/1, P. acidilactici L25,

L. plantarum L26, L. pentosus, E. faecium N15 suslarinin kolesterol asimilasyon
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ozelliklerini belirlemiglerdir. Suslar % 0.3 safra tuzu varliginda iyi bir disis
gostermislerdir. E. faecium N15 susu safra tuzu varliginda % 64.88 diisiis saglarken
safra tuzu yoklugunda bu oran 17.12’ye diismiistiir. Burhan vd., (2017) 6 farkli L.
fermentum susunun kolesterol asimilasyon yetenegini belirlemislerdir. Suslar 100
mg/mL toplam kolesterol bulunan MRS besiyerine 10'° kob/mL olacak sekilde
astlanmis ve 24 saat anaerobik kosullarda inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon sonunda
suslar % 4.1 ve % 8.1 oraninda asimilasyon gostermislerdir. Castorena-Alba vd.,
(2017) calismasinda farkli Lactobasillus ve Bifidobacterium suslarinin % 0.2 ve %
0.4 safra tuzu varligindaki kolesterol asimilasyon yeteneklerini belirlemiglerdir. B.
lactis DSM 10140 susu % 0.2 safra tuzu varliginda % 0.08 asimilasyon gosterirken %

0.4 safra tuzu varliginda bu yiizde % 18.69 olmustur.

Alp ve Aslim (2010) calismasinda anne siitii ile beslenen bebeklerin digkilarindan
izole ettikleri 31 Bifidobacterium spp.’nin safra tuzlarma ve disiik pH’ya karsi
direng ile ekzopolisakkarit liretimlerini belirlemis ve EPS iiretimi ile safra tuzlarina
kars1 direng ve diisik pH’ya karsi direng arasinda pozitif bir korelasyonlar
bulmuslardir (p<0.01). EPS iireticisi suslar1 Baz1 laktobasil suslariin safra tuzlarinin
da yardimi ile kolesterolii asimile edebildigi birgok in vitro ¢alisma ile gosterilmistir
Horéa¢kova vd., (2017). Tok ve Aslim (2010) ¢alismalarinda yiiksek EPS iiretimi olan
suslarin daha iyi bir kolesterol asimilasyonu sagladigimi belirlemislerdir. Ancak
bizim ¢aligmamizda EPS iiretimi ile kolesterol asimilasyonlar1 arasinda kuvvetli bir
baglanti bulunamamistir. Yiiksek miktarda EPS iiretimi olan L. plantarum DA255
susu % 41.19 oraninda kolesterol asimilasyonu gosterirken L. lactis DA268 susu EPS
tireticisi olmamasina ragmen % 60.71’lik bir kolesterol asimilasyonu gdstermistir.
Bu durum izolatlarin kolesterol asimilasyonunu EPS iiretiminden farklh
mekanizmalar ile sagladig sonucunu diisiindiirmektedir. Cizelge 4.14’te Izolatlarin

kolesterol asimilasyon yiizdeleri ve miktarlar1 verilmistir.
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Cizelge 4.14. 1zolatlarin kolesterol asimilasyon yiizdeleri ve miktarlar:

Mikroorganizma Total Kolesterol Asimilasyonu (%)
L. casei DA4 16.91
W. cibaria DA8 32.15
W. cibaria DA28 36.31
L. plantarum DA100 34.14
L. fermentum DA134 33.51
L. plantarum DA135 30.50
L. plantarum DA140 43.27
L. plantarum DA199 42.18
L. plantarum DA218 50.63
L. plantarum DA225 55.50
L. plantarum DA245 16.71
L. plantarum DA255 41.19
L. coryniformis DA256 50.52
L. coryniformis DA263 36.22
L. lactis DA268 60.71

4.11. Otoagregasyon ve Koagregasyon Ozellikleri

Agregasyon toplanma, bir araya gelme kiimelesme olarak tanimlanmaktadir. Laktik
asit bakterilerinin agregasyon o6zelligi nedeniyle bulundugu yiizeye ve birbirlerine
yapigarak bir bariyer olustururlar (Kimet, 1997). Laktik asit bakterileri koagregasyon
ozelliginden dolayr bulundugu ortama giren patojenlere agrege olarak onlar1 etkisiz
hale getirerek olas1 bir enfeksiyonu ve bakterinin toksik etkisini engellemis olur
(Eryilmaz. 2011). Tez kapsaminda kullanilan mikroorganizmalarin otoagregasyon
ozellikleirni belirlemek amaciyla yapilan analiz sonucunda 5. saatin sonunda
gerceklesen otoagregasyon yiizdeleri % 94.16+1.1 ile % 13.11+0.3 arasinda
degismistir. L. plantarum DA100 izolat1 2. saatin sonunda % 72.85+1.2, 5. saatin
sonunda ise % 74.6 + 1.2, L. coryniformis DA263 ise 2. saatin sonunda % 92.00+0.
5. saatin sonunda ise 94.16+1.1 ile en iyi sonuclart vermislerdir. Ayrica L.
plantarum DA245 susu 2. saatin sonunda % 20.00+£0 agregasyon gosterirken 5.
saatin sonunda bu yizde % 92.00£0 olmustur. Cizelge 4.15’de Laktik asit

bakterilerinin 2. ve 5. saat sonundaki otoagregasyon ylizdeleri verilmistir.
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Cizelge 4.15. Laktik Asit Bakterilerinin 2. ve 5. saat sonundaki otoagregasyon

yiizdeleri

Mikroorganizma 2h. Otoagregasyon  5h. Otoagregasyon
L. casei DA4 52.65+54 64.2+0.0

W. cibaria DA8 50.00 + 0.0 50.00 + 0.0

W. cibaria DA28 59.25+ 5.8 48.70 £ 1.8

L. plantarum DA100 72.85+1.2 74.60+ 1.2

L. fermentum DA134 26.23 + 0.6 13.11+0.3

L. plantarum DA135 33.33+0.0 66.66 = 0.0

L. plantarum DA140 75.00+0.0 75.00+0.0

L. plantarum DA199 36.83 + 6.8 84.50+ 0.7

L. plantarum DA218 42.62+2.3 40.98 £ 0.0

L. plantarum DA225 25.00 + 0.0 57.50+0.0

L. plantarum DA245 20.00 + 0.0 92.00+0.0

L. plantarum DA255 2250+3.5 25.00+0.0

L. coryniformis DA256 60.70+ 0.0 65.20 + 6.3

L. coryniformis DA263 92.00+0.0 94.16 = 1.1

L. lactis DA268 13.63 + 6.4 2272+ 6.4
Probiyotik  bakteriler, boslugunda  bulunan  mikroorganizmalarin

kolonizasyonunda etkili olan tutunma ve/veya koagregasyon faktorleri gibi farkli
kolonizasyon mekanizmalarina sahiptir (Eryilmaz, 2011). Bagirsak ekosisteminin
laktobasiller ile korunmasinin iki ana mekanizma araciligiyla oldugu
diistiniilmektedir. Bunlar; antimikrobiyal maddelerin {iiretimi ve patojen
mikroorganizmalarin ~ kolonizasyonunu mukozada bir bariyer olusturarak
engellemeye yardimci olan otoagregasyon ve koagregasyon yetenekleri seklindedir.
Koagregasyon ile ilgili yapilan ¢aligmalar agirlikli olarak insan ya da hayvanlardan
izole edilmis laktobasiller ile yapilmistir. Gida veya yemlerden izole edilmis
izolatlarin patojenlerle olan koagregasyon calismalari ile ilgili ¢ok az ¢alisma

bulunmaktadir (Ashim vd., 2007).

Tez kapsaminda kullanilan mikroorganizmalarin koagregasyon o6zelliklerini
belirlemek amaciyla yapilan analiz sonucunda 5. saatin sonunda E. coli’ye karsi
gerceklesen koagregasyon yiizdeleri % 97.56+0 ile % 13.20+0 arasinda degismistir.
En yiiksek koagregasyon sonucunu L. plantarum DA199 susu 2. saatin sonunda %
95.12+0. 5. saatin sonunda ise % 97.56+0 olarak vermistir. Ardindan L. plantarum
DA135 susu 5. Saatin sonunda % 95.1240 ile en iyi koagregasyonu vermistir.
Salmonella enterica serotype Enteritidis’e karst ise sonucunu L. plantarum DA140

susu 2. saatin sonunda % 77.41+0, 5. saatin sonunda ise % 83.87+0 olarak vermistir.
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L. plantarum DA199 susu ise 2. saatin sonunda % 23.07+0 5. saatin sonunda ise %
48.71+0 vermistir. En yiiksek otoagregasyon sonuglarindan birinin elde edildigi L.
plantarum DA100 susu her iki patojen icin ortalama % 60 koagregasyon
gostermistir. Asagida Cizelge 4.15°de Laktik asit bakterilerinin 2. ve 5. saat
sonundaki E. coli ve Salmonella enterica serotype Enteritidis’e kars1 koagregasyon

yiizdeleri verilmistir.

Cizelge 4.16. Laktik Asit Bakterilerinin 2. ve 5. saat sonundaki koagregasyon

yiizdeleri
Mikroorganizmalar 2h. Koagregasyon 5h. Koagregasyon
Escherichia coli
L. casei DA4 4426+ 4.6 49.17+2.3
W. cibaria DA8 19.04 +0.0 33.33+0.0
W. cibaria DA28 39.95+5.0 3330+ 7.5
L. plantarum DA100 59.49+3.5 59.49+£3.5
L. fermentum DA134 1.88+0.0 13.20+0.0
L. plantarum DA135 51.21 £ 0.0 95.12+0.0
L. plantarum DA140 3461 +1.8 53.72+10.7
L. plantarum DA199 95.12+0.0 97.56+0.0
L. plantarum DA218 5573 +2.4 52.44+24
L. plantarum DA225 35.48 £ 0.0 51.61+22.8
L. plantarum DA245 44.44 +£ 0.0 87.49+0.0
L. plantarum DA255 470 £3.70 16.66 + 7.4
L. coryniformis DA256 38.18+0.30 43.63 £ 0.0
L. coryniformis DA263 21.95+0.0 51.21+0.0
Leuconostoc lactis DA268 39.39+0.0 45.45+0.0
Salmonella enterica serotype Enteritidis
L. casei DA4 49.11+2.4 75.43+0.0
W. cibaria DA8 73.68 £0.0 78.94+0.0
W. cibaria DA28 32.14+0.0 37.47+3.3
L. plantarum DA100 57.3+0.0 62.4+23
L. fermentum DA134 10.22 + 0.0 26.53+0.0
L. plantarum DA135 48.71+£0.0 66.63 + 0.0
L. plantarum DA140 77.41 £0.0 83.87+0.0
L. plantarum DA199 23.07+£0.0 48.71 £ 0.0
L. plantarum DA218 42.07 £4.7 42.05+0.0
L. plantarum DA225 75.86+0.0 82.75+0.0
L. plantarum DA245 59.72+£1.9 63.88+ 0.0
L. plantarum DA255 18.41+£0.0 26.31+2.5
L. coryniformis DA256 56.61 £4.6 45.0+23
L. coryniformis DA263 52.56 £ 1.8 57.69+ 1.8
L. lactis DA268 14.48 + 0.0 15.17+0.0

Bujnakova vd., (2003) calismasinda tavuk fegeslerinden izole ettikleri 6 adet
laktobasil ve 5 adet bifidobakterlerin otoagregasyon ve koagregasyon ozelliklerini
belirlemislerdir. Laktobasil suslarmin 4 tanesi otoagregasyon ozelligi gOstermistir.

Bu suslar igerisinde yiiksek seviyede otoagregasyona sahip olanlar E. coli 57/4/1-
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99’a karsida iyi bir koagregasyon gostermislerdir. Kang vd., (2005) c¢alismasinda
Weisella ssp.’lerin koagregasyon ve tutunma yeteneklerini belirlemislerdir. Calisma
sonunda W. cibaria susu iyi bir tutunma ve koagregasyon gostermis. LiCl ile
muamele sonucunda yaklasik 50 kDa molekiil agirligina sahip s-katmani proteini
SDS-PAGE ile tespit edilmistir. Aslim vd., (2007) c¢alismalarinda yogurttan izole
edilen 26 adet Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus susunun agregasyon ve
koagregasyon Ozelliklerini ile baglantili olabilecek 6zelliklerini belirlemislerdir. Bu
amacla EPS {ireten ve iiretmeyen olmak tizere 4 sus secilmistir. EPS {ireticisi suslar
yiikksek bir otoagregasyon ve E. coli ATCC 11230’ye karsi iyi bir koagregasyon
gostermistir. Ekmekgi vd., (2009) calismasinda vajinadan izole ettikleri 19 adet
laktobasil susunun E. coli ATCC 11229’ye karsi koagregasyon yeteneklerini
belirlemiglerdir. Biitiin suslar pozitif sonu¢ vermistir. En iyi sonucu aerobik
kosullarda % 71 olarak anaerobik kosullarda ise % 62 olarak L. acidophilus S1 susu
vermistir. Ayrica suslarin genel olarak diisiik pH’da verdikleri koagregasyon
yiizdeleri daha yiiksek ¢ikmustir. Eryilmaz. (2011) ¢alismasinda P. acidilactici OZV
ve L.brevis OZV suslarmmin otoagregasyon ve koagregasyon yeteneklerini
incelemistir. P. acidilactici OZV susunun 5. saat sonundaki otoagregasyon yiizdesi
% 79.49 iken L. brevis OZV susunun yiizdesi % 78.13 bulunmustur. Koagregasyon
sonuglar1 ise P. acidilactici OZV susunun 5. saatin sonunda S. typhimirium SL1344’a
karst % 4.35. E.coli LMG3083 (ETEC)’ye kars1 ise % 11.82 bulunmustur. L. brevis
OZV susunun 5.saatin sonundaki koagregasyonu S. typhimirium SL 1344’¢ kars1 %
9.52, E.coli LMG3083 (ETEC)’ye kars1 ise % 9.09 olarak hesaplanmistir. Tuo vd.,
(2013) calismasinda 22 adet laktobasil susunun otoagregasyon ve koagregasyon
yeteneklerini belirlemis ve bunun bagirsaklarda tutunma yetenekleri ile baglantisi
olup olmadigin1 incelemislerdir. Calisma sonunda yiiksek otoagregasyon yetenegine
sahip suslarin 1yi bir tutunma yetenegine sahip olmadigi bu 6zelligin susdan susa
degistigini belirlemislerdir. Li vd., (2015) geleneksel gidalardan izole ettikleri 18
adet laktik asit bakterisinin otoagregasyon koagregasyon. hidrofobisite ve
bagirsaklara tutunma yeteneklerini belirlemislerdir. E. faecalis 5-5 susu %22.80 +
2.09 ile en yiiksek otoagregasyon saglarken L. fermentum 9sh susu Salmonella
ssp.’ye karst 9%29.54 + 2.37 ile en iyi koagregasyon yetenegini gostermistir. Ancak
tutunma denemeleri sonunda en iyi sonucu otoagregasyon ve koagregasyon yetenegi

daha diisiik bulunan suslar gostermistir.
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Bircok caligma aggregasyon yeteneginin hiicre duvarina tutunma Ozelligi ile
baglantili oldugunu gostermistir. Lactobasillus suslari sahip olduklar1 S-katmani
proteini sayesinde bagirsak duvarina iyi tutunabilektedirler. Laktobasillerde bulunan
S-katmani proteini glikolize olmayan proteinler icermekte ve 40-50 kD arasi bir
molekiiler kiitleye sahiptir. Bu proteinler peptidoglukan yapr ile iligkilidir ve LiCl ile
muamele sonucu etkili ve segici bir sekilde ekstrakte edilebilmektedir (Kang vd.,

2005).

4.12. Antimikrobiyal Aktivite Sonuclar:

Laktik asit bakterilerinin probiyotik ozellik gosterebildikleri bilinmektedir. Bunu
sahip olduklar1 bagirsak mukozasini asir1 oksidatiflere karsi koruma. patojen
mikroorganizmalar ile besin ve bagirsaklarda tutunma yariginina girebilme
kabiliyetleri ile oOzellikle bagirsaklar1 istila eden patojeni hedefleyen giicli
antimikrobiyal peptitler (bakteriyosinler gibi) iiretmeleri sayesinde yaptiklar
bilinmektedir. Bu o0zellikleri sonucunda da bagirsaklarda kolonilesebildikleri
diistiniilmektedir. Probiyotik 6zellik gosteren mikroorganizmalarin antimikrobiyal
etkilerinin belirlenmesi i¢in ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlerde genel
olarak. kati ortam tercih edilir ve test kiiltiiriiniin yaptig1 etki. bir gosterge susun

gelisimini inhibe etmesinin saptanmasi seklindedir (Coman vd., 2014).

Tez kapsaminda kullanilan mikroorganizmalarin antimikrobiyal aktivite 6zellikleirni
belirlemek amaciyla yapilan analiz sonucunda suslarin tamami test bakterileri
tizerine genel inhibisyon etki gostermislerdir. Elde edilen zonlar E. coli’ye karst en
yiiksek 45 mm en diisiik 20 mm olarak belirlenmistir. Elde edilen zon ¢aplar1 agagida
cizelge 4.16’da verilmistir.
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Cizelge 4.17. Antimikrobiyal analiz sonuglart (mm)

Kullanilan Laktik Asit E. coli S. enteritidis L. monocytogenes  S. aureus
Bakterileri
L. casei DA4 35 38 30 34
W. cibaria DA8 20 40 38 40
W. cibaria DA28 36 50 40 35
L. plantarum DA100 26 35 36 45
L. fermentum DA134 40 35 45 45
L. plantarum DA135 27 35 40 35
L. plantarum DA140 36 40 35 35
L. plantarum DA199 30 33 45 37
L. plantarum DA218 30 50 30 40
L. plantarum DA225 33 35 50 38
L. plantarum DA245 35 45 35 40
L. plantarum DA255 33 50 35 40
L. coryniformis DA256 35 55 35 40
L. coryniformis DA263 45 38 40 45
L. lactis DA268 33 45 40 45

Con ve Gokalp (2000) galismalarinda 51 farkli sucuk 6rneginden izole ettikleri laktik
asit bakterilerinin ¢esitli patojenlere kars1 antimikrobiyal etkilerini dokme plak ve
kuyucuk testi ile belirlemislerdir. ki yontemin kiyaslanmasi sonucu dékme plak
yontemi ile daha ¢ok mikroorganizma inhibisyon etki gostermistir. Cadirct ve Citak
(2010) cgalismasinda 3 farkli laktobasil susunun antimikrobiyal aktivitesini dokme
plak ve kuyucuk yontemi ile belirlemislerdir. L. helveticus ve L. plantarum suslari
agirlikli olarak daha iyi bir inhibisyon gdstermistir. P. aeruginosa ATCC 27853 e
kars1 tiim suslar oldukga yiiksek bir inhibisyon gosterirken E. cloaceae ATCC 13047
en direngli patojen olmustur. Calisma sonunda dokme plak yOnteminin
mikroorganizmanin tiim metabolitlerini ayni1 anda kapsadigi i¢in daha hassas bir
yontem oldugu sonucuna varilmistir. Venkadesan vd., (2015) ¢alismasinda gesitli
fermente gidalardan izole ettigi 9 adet laktik asit bakterisinin E. coli, S. typhi,
Shigella, S. aureus ve L. monocytogenes’e karsi antibakteriyel aktivitelerini ve
bakteriyosin iiretimlerini belirlemistir. Izolatlarin tamami antimikrobiyal aktivite
gostermistir. En iyi sonucu Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus vermistir.
Tebyanian vd., (2017) ¢calismasinda 4 farkli laktobasil susunun (L. bulgaricus (PTCC
1332), L. casei (PTCC 1608), L. plantarum (PTCC 1058) ve L. fermentum (PTCC
1638)) 4 adet enterik patojene kars1 (E. coli, S. aureus, S. dysenteriae ve S. paratyphi
A) antimikrobiyal etkinlik gdsterip gdstermedigini incelemislerdir. Inhibisyon zonlari
12 mm ile 32 mm arasinda degismis ve suslarin tamami inhibisyon gdstermistir.

Oldak vd., (2017) galismasinda ¢esitli geleneksel peynirlerden elde ettikleri 29 farkli
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L. plantarum susunun L. monocytogenes ATCC 15313, L. monocytogenes ATCC
7644, L. monocytogenes ATCC 19111, E. coli ATCC 10536, B. subtilis, E. faecium
ve S. enteritidis ATCC 13076’¢ karst antimikrobiyal etkisini incelemislerdir.
Izolatlarin tamami inhibisyon gdstermis ancak suslar arasinda farkliliklar
gozlemlenmistir. En yiiksek zon ¢apt L. plantarum Os13 ve Korl4 tarafindan L.
monocytogenes ATCC 19111°e kars1 gostermislerdir.

Elde edilen sonuglar, yapilan ¢alismalar ile paralellik gostermektedir. Tebyanian vd.,
(2017) laktobasil suslari ile yaptigi ¢calismasinda inhibisyon zonlarin1 12 mm ile 32
mm arasinda bulmustur. Bizim c¢alismamiz paralellik gostermekle beraber daha
yiiksek zon ¢aplart agirliklidir. Ancak bu sonuglar Con ve Gokalp (2000) ve Cadirct
ve Citak (2010) caligmalarinda oldugu gibi dokme plak yonteminde elde edilmis
olup, kuyu yonteminde herhangi bir zon elde edilememistir. Bu durum nedeni olarak
dokme plak yonteminin metabolitlerin tamamini icermesinden kaynaklandigini
diistiniilmektedir. Sekil 4.10’da suslarin test bakterileri iizerine genel inhibisyon

etkileri verilmistir.

Sekil 4.10. Suslarin test bakterileri iizerine genel inhibisyon etkileri
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4.13. Sindirim Sistemi Modellemesi

Gida maddelerinin mideden ge¢isi gidanin bilesim ve niteliklerine bagli olarak
genellikle 1-4 saatte tamamlanmaktadir. Farkli yonlerde {i¢ kas tabakasi tasiyan
midenin peristaltik hareketleri ve salgilar1 yardimiyla midede kalan maddeler kimiis
haline gelmektedir. Kimiis. ufak parcalar halinde midenin peristaltik hareketleriyle
ince bagirsagin ilk 20-25 cm’lik boliimii olan duodenuma (onikiparmak bagirsagi)
gecmektedir (Goger ve Kiigiikgetin 2016). Midenin bosalma hizi. gidanin fiziksel ve
kimyasal bilesimine bagl olarak degismektedir. Sivilar katilara gore. karbonhidratlar
proteinlere gore, proteinler de yaglara gore mideyi daha hizli terk etmektedir
(Rogers, 2011; Goger ve Kiigiikgetin 2016). Hem sindirimin hem de emilimin
gerceklestigi ince bagirsaklar. sindirim sisteminin en uzun ve en énemli boliimiidiir.
Bagirsak i¢ yiizeyinde bulunan villuslarda emilim gergeklesmekte ve bu sayede ince
bagirsagm emme yiizeyi 550 m?ye kadar ulasmaktadir. Yapisinda bagirsak
duvarlarinin sindirilip zarara ugramasini dnleyen ve sindirimi tamamlayan enzimler
bulunan ince bagirsak salgisi. Yetiskin bir insanda giinde ortalama 2-3 litre kadar
salgilanmaktadir. Ince bagirsak salgisinin pH’s1 7.8-8.0 civarinda olup, gidalar; ince
bagirsak kaslarinin peristaltik hareketleri yardimiyla agir fakat diizenli olarak anal
yonde ilerlerken, bir yandan da enzimlerle karsilasmaktadir. Gidalarin sindirilmesi
ile olusan posa maddelerinin kalin bagirsaga ulagsmasi i¢in gegen siire ortalama 8

saattir (Goger ve Kiigiikgetin 2016).

Tez kapsaminda yapilan sindirim sistemi modellemesinde L. casei DA4, W. cibaria
DAZ28, L. plantarum DA100, L. plantarum DA140, L. coryniformis DA263 suslari
ile L. monocytogenes, E. coli ve S. enteritidis’in dayanimlar tespit edilmistir. Elde

edilen sonuclar Cizelge 4.18°de verilmistir.
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Cizelge 4.18. LAB’nin ve patojen bakterilerinin sindirim sistemi modellemesi

dayanimlar1

Canhilik % Canhilik
Mikroorganizmalar Oh.pH 3.0 3h.pH 3.0 0-3h. 4h. pH 8 % 0-4h.
L. casei DA4 8.23 7.92 96.23 7.77 94.41
W. cibaria DA28 8.30 7.95 95.78 7.61 91.68
L. plantarum DA100 8.20 7.94 96.82 7.95 96.95
L. plantarum DA140 8.23 7.90 95.99 7.83 95.13
L.coryniformis DA263 7.84 7.81 99.61 7.17 91.45
L. monocytogenes 7.81 7.86 100.62 7.88 100.89
E. coli 7.98 8.17 102.38 7.81 97.86
S. enteritidis 8.00 8.00 100.00 8.55 106.87

Modellemede kullanilan laktik asit bakterilerinin tamami 7. saat sonunda
canliliklarii korumuslardir. Canlilik yiizdeleri patojen mikroorganizmalar ile
kiyaslandiginda yakin degerler bulunmustur. Elde edilen sonuglar bu suslarin patojen
mikroorganizmalar kadar sindirim sistemi ortamina dayanim gosterebilecegini
diisiinmemizi saglamistir. Modelleme denemesi sonuglari daha 6nce yapilan pH 3 ‘de
3mg/mL pepsin. pH 8’de Img/mL pankreatin ve % 1 safra tuzu direnglilik testleri
sonuglart kiyaslandiginda L. casei DA4, W. cibaria DA28, L. plantarum DA100’de
canlilik yiizdelerinde 6nemli bir degisiklik olmazken, L. plantarum DA140’da ayr1
ayr1 yapilan test sonuclarina kiyasla ortalama % 5°lik bir diisiis gozlemlenmistir. L.
coryniformis DA263 susu ise pH 3.0’te 3 mg/mL pepsin denemesinde 3. saat
sonunda canlilik gdsteremezken modelleme denemesinde bu siireyi % 99 canlilik
orant ile tamamlamis pankreatintsafra tuzu kismmi ise % 91 canlilikla

tamamlamistir.

Sumeri vd., (2008) galismalarinda gastrointestinal sistemin iist boliimiinden gida
gecisini simiile eden bir biyoreaktor model gelistirmislerdir. Model; gidalarin
probiyotik potansiyellerini 6l¢gmeye imkan saglamakta. kontrol iinitesi ve kontrol
initesine bagli fermentor ve teraziden olusmaktadir. pH, sicaklik sensorleri ile HCI,
NaHCOsg, safra asidi ve sivi besiyeri ortaminda gelistirilmis mikroorganizmalarin
akisii kontrol eden cesitli sabit hiz pompalar1 ile donatilmistir. Ayrica i¢ sicaklig
37.0£0.1°C’de tutulmakta olan biyoreaktore anaerobik kosullarin saglanmasi
amaciyla azot gazi verilmistir. Denemede L. acidophilus La-5, L. johnsonii NCC

533, L. casei ve L. rhamnosus GG suslar1 kullanilmis analiz sonunda L. acidophilus
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ve L. Johnsonii laktokoklara ve diger laktobasil suslarina gore daha iyi sonuglar
vermistir.

Kong ve Singh (2010) mide duvarmin siirekli peristaltik hareketini {iretebilmek
amaciyla insan mide simiilatoriinii gelistirmislerdir. Gergek peristaltik dalgalar elde
edebilmek icin gidalar lizerine etki eden mekanik kuvvetler iretilmis ayrica midede
dinamik sindirim prosesini simiile etmek i¢in mide salgilarini, bosaltim sistemlerini
ve sicaklik kontrol sistemini de modele dahil etmislerdir. Elde edilen sonuglar
1s18inda modelin in vivo ¢alismalar alternatif olarak iyi bir performans sergiledigi

belirlenmistir.

4.14. izolatlarin Bagirsak Hiicrelerine Tutunma ve Patojenlerin Tutunmalarim

Engelleme Yeteneklerinin Belirlenmesi

Tez kapsaminda farkli kaynaklardan izole edilmis ve tanimlamalar1 yapilmig 5 adet
laktik asit bakterisinin (L. casei DA4, W. cibaria DA28, L. plantarum DAZ100, L.
plantarum DAZ140, L. coryniformis DA263) ve bagirsak hiicrelerine tutunma ve
patojenlerin (L. monocytogenes. E. coli Tip I, S. enteritidis, E. coli 0157:H7 ve C.

difficile) tutunmalarini engelleme yetenekleri belirlenmistir.

L. casei DA4, W. cibaria DA28, L. plantarum DA100, L. plantarum DA140, L.
coryniformis DA263 izolatlar1 daha 6nce tez kapsaminda yapilan analiz sonuglari ve
izolasyon kaynaklari gbz Oniinde bulundurularak denemede kullanilmak iizere
se¢ilmistir. 1 ve 3 saatlik inkiibasyon siireleri tutunma denemesi i¢in yeterli olup
olmadiginin belirlenmesi amaciyla 6n deneme yapilmustir. Yapilan 6n deneme
sonucunda 1 saatlik inkiibasyon ile 3 saatlik inkiibasyonun tutunan bakteri sayisi
arasinda fark olusturmadigi belirlenmistir. Bu nedenle deneme 1 saatlik inkiibasyon

stiresi uygulanarak yapilmistir.

Tutunma denemesi icin segilen laktik asit bakterilerinin ilk asamada tek tek
bagirsaklara tutunma yetenekleri belirlenmistir. Cizelge 4.19’da tutunma denemesi
sonucu laktik asit bakterilerinin baslangi¢ ve 1. saat sonundaki log-kob/mL sonuglar

ve % tutunma sonuglari verilmistir.
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Cizelge 4.19. Laktik Asit Bakterilerinin bagirsak modelinde tutunma denemesi

sonuglari
Mikroorganizma 0h. 1h. Tutunma%o
Lactobacillus casei DA4 8.47 6.47 76.38
Weissella cibaria DA28 8.47 7.17 84.65
Lactobacillus plantarum DA100 8.47 6.69 78.98
Lactobacillus plantarum DA140 8.47 6.77 79.92
Lactobacillus coryniformis DA263 8.47 6.47 76.38

Selwood vd., (1975) saglikli domuzlardan kesim sonrasi alinmis taze bagirsak
ornekleri ile calismistir. Calismada farkli sicaklik ve siirelerde cesitli bakteri
cinslerinin tutunma oranlar1 denenmistir. Alinan bagirsak gerekli temizlik
islemlerinin ardindan 1cmx2cm’lik pargalara boliinmiis ve 1x10°kob/mL E. coli K88
iceren 100uL, PBS eklenmistir. En 1yi sonuclar 37°C’de 60 dakika inkiibasyon ile
elde edilmistir. Eden vd., (1977) kalin bagirsak hiicrelerinde E. coli’nin tutunma
yetenegini belirlemislerdir. Denemede farkl siirelerin (10, 30, 60, 90, 120, 180 ve
240 dakika) ve farkli bakteri yogunluklarmin (104, 10°, 108, 107, 10® kob/mL) etkisini
incelemislerdir. Elde edilen sonuglar ideal tutunma siiresinin 60 dakika yogunlugun
ise 107 ve 108 kob/mL’in altinda yetersiz kaldigin1 gdstermistir. Vesterlund vd.,
(2005) laktik asit bakterileri ile S. aureus’un bagirsak epitel hiicrelerine tutunma
sirasindaki etkilesimini incelemislerdir. Bu amacla kolon kanseri hastalarindan
saglikli kolon bagirsak hiicreleri (9mm) alinmustir. Hiicreler % 40 gliserol igeren
PBS’de -86°C’de muhafaza edilmis. analiz 6ncesi 10 mM HEPES ile yikama
yapilmustir. Iki tip deneme uygulanmustir. ilki 50pl 2.5-5.107 kob/mL laktik asit
bakterisi iceren PBS eklenerek 1 saat inkiibe edilmis. ardindan HEPES ile yikama
yapilarak tutunmayan bakteriler uzaklastirilmigtir. Bu islemin ardindan 50 pl 1.108
kob/mL yogunlukta radyoaktif isaretleme yapilmis S. aureus igeren PBS eklenerek
tekrar 37°C’de 1saat inkiibe edilmistir. Ikinci denemede ise bu mikroorganizmalar ilk
deneme ile aymi miktar ve yogunlukta olacak sekilde ayarlanarak bagirsak
hiicrelerine es zamanli olarak verilmis ardindan 37°C’de lsaat inkiibe edilmistir.
Calisma sonunda laktik asit bakterileri her iki denemede de yiiksek tutunma
yiizdeleri gostermis olmalarina karsin S. aureus’un tutunmasini engellemede etkin
olamamislardir. Bu durumun S. aureus’un daha iyi tutunma yetenegine sahip
olmasindan kaynaklandigmi diistinmiislerdir. Kucan vd., (2012) g¢alismalarinda in

vitro ve in vivo ortamda olmak tizere L. plantarum S1 susunun bagirsaklara tutunma
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yetenegini belirlemislerdir. Saglikli farelerden alinan bagirsak hiicreleri gerekli
yikama islemlerinin ardindan 108 kob/mL yogunlukta L. plantarum S1 icerecek
sekilde hazirlanmis PBS eklenerek 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan
Brown ve Brenn boyama uygulanmistir. Bu boyama sonucunda Gram (+) bakteriler
mavi, Gram (-)’ler kirmizi-pembe, doku hiicrelerinin ¢ekirdegi kirmizi, diger doku
elemanlar1 ise sar1 renkli olarak belirlenmistir. /n vivo modelde ise fareler 5 giin
boyunca 1x10* kob/mL bakteri igeren 100 pL steril 0.8 % NaCl siispansiyonu
verilmistir. /n vivo denemede ilk beslemeden 2 saat sonrasinda alman gaita
orneklerinden yapilan sayim sonucu L. plantarum S1 sayisinda yaklasik 1
logaritmalik ~ diigiis olurken, giin sonunda bu sayi1 yaklasik 3 logaritma olarak

belirlenmistir.

Tez kapsaminda yapilan tutunma denemesi sonunda laktik asit bakterileri % 76.38 ile
% 84.65 arasinda tutunma gostermislerdir. Sonuglarimiz Kucan vd., (2012), Rajoka
vd., (2018) ve Lau ve Chye (2018) calismalar1 ile paralellik gostermistir. W. cibaria
DA28 izolat1 bagirsak hiicrelerine % 84.65 ile tutunmustur. Bu sonug Le vd., (2018)
calismasinda elde edilen tutunma yiizdelerinden daha yiiksektir. Deneme
baslangicinda laktik asit bakteri sayilar1 8.47 logaritma iken 1 saatlik inkiibasyon
sonunda ortalama 2.0 logaritmalik azalma meydana gelmistir. Bu sonuglar Kucan

vd., (2012) calismasi ile paralellik gostermistir.

Sidira vd., (2015) galismasinda bugday tanesinden izole edilen probiyotik L. casei
ATCC 393 ve L. plantarum NCIMB 8826 suslarini taze ve liyofilize formlarini
immobilize etmis ve Caco-2 hiicrelerine tutunma ozellikleri arasinda farklilik olup
olmadigint incelemislerdir. Taze kiiltiirlerin Caco-2 hiicrelerine daha 1iyi
tutunabildikleri belirlenmistir. Bunun immobilize kiltiirlerin  direk Caco-2
hiicrelerine erisememesinden kaynaklandigi diisiiniilmiistiir. Rajoka vd., (2018)
caligmasinda kiimes hayvanlarmin bagirsaklarindan izole edip tanimladiklar1 13 adet
laktobasil susunun probiyotik olma o6zellikleri ve Caco-2 hiicrelerine tutunma
yeteneklerini test etmislerdir. izolatlarin Caco-2 hiicrelerine tutunma yetenekleri %
76 ile % 85 arasinda degismistir. Dowarah vd., (2018) domuz gaitasindan izole
ettikleri laktik asit bakterilerinin probiyotik olma o6zelliklerini belirlemislerdir.
Bagirsaklara tutunma yeteneklerinin belirlenmesi amaciyla domuz ve tavuk

bagirsaklar1 alinmis PBS ile yikanmis ardindan 1cm?’ye 10° kob/mL diisecek sekilde
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mikroorganizma eklenmis ve 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Calisma sonunda
diisiik pH, safra tuzu sindirim enzimleri gibi gesitli sindirim sistemi denemelerinde
ve tutunma denemesinde en iyi sonucu P. acidilactici FT28 susu vermistir. Bagirsak
tutunmasi denemesi sonucunda ise ¢alismada kullanilan izolatlar igersinde sadece bu
sus, domuz bagirsaginda tutunabilmistir. Choudhary vd., (2018) laktasyon
donemindeki kisraklardan izole ettigi L. pentosus MMP4 susu ile yaptig1 calismada
in vitro ortamda sindirim sistemi denemelerine tabi tutmus ardindan 4-5 haftalik 15-
20 gram agirhiginda albino farelerde tutunma denemesi yapmustir. Sus, farelerin igme
suyuna 7 giin siire ile 10°-107 kob/mL olacak sekilde eklenmistir. Deneme sonunda
elektron mikroskobu ile goriintileme yapilarak L. pentosus MMP4 susunun

bagirsaklardaki varlig1 belirlenmistir.

Bubnov vd., (2018) ¢alismasinda Lactobacillus acidophilus IMV B-7279, L. casei
IMV B-7280, L. delbrueckii subsp. bulgaricus IMV B-7281, L. rhamnosus LB-3
VKB, L. delbrueckii LE VK8, L. plantarum LM VK7 ve Bifidobacterium animalis
VKL, B. animalis VKB suslari ile g¢alismig, bu mikroorganizmalarin ortalama
yapigma orani, epitel hiicrelerinin katilim orani ile mikroorganizmalarin yapiskanlik
indeksini incelemistir. Caco-2 hiicreleri ile yapilan deneme sonunda L. casei IMV B-
7280, B. animalis VKL ve B. animalis VKB, suslarinin yapisma indeksi oldukga
yiksek bulunurken L. delbrueckii subsp. bulgaricus IMV B-7281 orta, ve L.
acidophilus IMV B-7279, L. rhamnosus LB-3 VK®, L. delbrueckii LE VK8 ve L.
plantarum LM VK7' ise diigiikk bulunmustur. Le vd., (2018) deniz {iriinlerinden izole
ettikleri W. cibaria FB-069 ve W. viridescens FB-077 suslarinin probiyotik olma
ozelliklerini ve Caco-2 hiicreleri ile tutunma yeteneklerini belirlemislerdir. Yapilan
in vitro sindirim sistemi denemelerinde her iki sus da oldukg¢a yiiksek canlilik
oranlart gosterirken Caco-2 hiicrelerine tutunma yiizdeleri W. cibaria FB-069’un %
25, W. viridescens FB-077’nin ise % 23 olarak belirlenmistir. Lau ve Chye (2018)
Lactobacillus plantarum 0612 susunun E. coli, Salmonella enteritidis ve L.
monocytogenes’e kars1 Caco-2 hiicreleri kullanarak etkilesimlerini incelemislerdir,
Ayrica L. plantarum 0612 susunu 5M Lithium Chloride (LiCl) ile muamele ederek
ylizey proteinlerinin tutunmaya etkisini de incelemislerdir. Yiizey proteini
uzaklastirilmadan yapilan denemede L. plantarum 0612 baslangi¢ yogunlugu 8.00
logaritma iken deneme sonunda 7.42 log-kob/mL olarak belirlenmis, LiCl ile

muamele sonrasi ayni sus denemeyi 3.21 logaritma yogunlukta tamamlamistir. E.
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coli’ye kars1 rekabet sonucunda E. coli 7.0 logaritmadan 3.56’ya diiserken, S.
enteritidis 3 logoratitmalik, L. monocytogenes ise 3.80 log-kob/mL seviyesine

diismiistiir.

E. coli Tip I’e kars1 laktik asit bakterilerinden en iyi tutunma 6zelligini % 87.32 ile L.
plantarum DA100 susuda tespit edilmistir. E. coli OH157:H7 igin bu rakam % 92.50
ile yine L. plantarum DA100 susuna aittir. Sekil 4.14’de L. plantarum DAZ100
susunun  tutunma yiizdeleri  verilmistir. Cizelge 4.20’de ise patojen
mikroorganizmalara karst tutunma denemesi sonucu laktik asit bakterilerinin

baslangi¢ ve 1. saat sonundaki % tutunma ve log-kob/mL sonuglar1 verilmistir.

S. Enteritidis e kars1 yapilan tutunma denemesi sonucunda ise en yiiksek tutunmay1
L. plantarum DA140 susu % 87.65 olarak gostermistir. Sekil 4.15°de L. plantarum
DA140 susunun tutunma yiizdeleri verilmistir. L. casei DA4 susu L.
monocytogenes ‘e karst % 91.51 tutunma yiizdesi ile bu patojene karsi en iyi sonucu

gostermistir. Sekil 4.12°de L. casei DA4 susunun tutunma yiizdeleri verilmistir.

C. difficile’ye karst yapilan denemede laktik asit bakterileri ortalama % 84.14
tutunma gostermislerdir. Sekil 4.13’de W. cibaria DA28 susunun tutunma yiizdeleri,

Sekil 4.16°da L. coryniformis DA263 susunun tutunma ytizdeleri verilmistir.

Calisma sonunda laktik asit bakterileri bagirsak hiicrelerine hem tek hem de patojen
mikroorganizmalar varlifinda yapilan denmelerde yiiksek tutunma yiizdeleri
vermislerdir. Sekil 4.11’de L. plantarum DA140 susunun bagirsak hiicrelerine

tutunma taramal1 elektron mikroskop (SEM) goriintiisii verilmistir.

95



@ SDU_YETEM

Sekil 4.11. Lactobacillus plantarum DA140 susunun bagirsak hiicrelerine tutunma
taramal1 elektron mikroskop (SEM) goriintiisii
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Cizelge 4. 20. Patojen mikroorganizmalara kars1 tutunma denemesi sonucu laktik asit
bakterilerinin baglangic ve 1. saat sonundaki % tutunma sonuglari

Mikroorganizma Oh. 1.h Tutunma %
E. coli Tip 1+ L. casei DA4 9.07 7.20 79.38
E. coli OH157:H7+ L. casei DA4 9.07 6.95 76.62
S. enteritidis+L. casei DA4 9.07 7.20 79.38
L. monocytogenes+ L. casei DA4 9.07 8.30 91.51
C. difficile + L. casei DA4 9.07 7.77 85.67
E. coli Tip 1+ W. cibaria DA28 9.07 7.11 78.39
E. coli OH157:H7+ W. cibaria DA28 9.07 6.47 71.33
S. enteritidis+ W. cibaria DA28 9.07 7.55 83.24
L. monocytogenes+ W. cibaria DA28 9.07 7.00 77.17
C. difficile + W. cibaria DA28 9.07 7.69 84.79
E. coli Tip 1+ L. plantarum DA100 9.07 7.92 87.32
E. coli OH157:H7+ L. plantarum DA100 9.07 8.39 92.50
S. enteritidis+ L. plantarum DA100 9.07 7.74 85.33
L. monocytogenes+ L. plantarum DA100 9.07 6.07 66.92
C. difficile + L. plantarum DA100 9.07 7.77 85.67
E. coli Tip 1+ L. plantarum DA140 9.07 7.55 83.24
E. coli OH157:H7+ L. plantarum DA140 9.07 7.65 84.34
S. enteritidis+ L. plantarum DA140 9.07 7.95 87.65
L. monocytogenes+ L. plantarum DA140 9.07 7.74 85.33
C. difficile + L. plantarum DA140 9.07 7.63 84.12
E. coli Tip 1+ L. coryniformis DA263 9.07 7.32 80.70
E. coliOH157:H7+ L. coryniformis DA263 9.07 7.04 77.61
S. enteritidis+ L. coryniformis DA263 9.07 6.84 75.41
L. monocytogenes+L. coryniformis DA263 9.07 7.44 82.02
C. difficile + L. coryniformis DA263 9.07 7.30 80.49
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m C. difficile + L. casei DA4

Sekil 4.12. Lactobacillus casei DA4 Susunun Tutunma Yiizdeleri
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Sekil 4.13. Weisella cibaria DA28 Susunun Tutunma Yiizdesi
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Sekil 4.14. Lactobacillus plantarum DA100 Susunun Tutunma Yiizdesi
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Sekil 4.15. Lactobacillus plantarum DA 140 Susunun Tutunma Y{iizdesi

m L. coryniformis DA263
100
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Sekil 4.16. Lactobacillus coryniformis DA263 Susunun Tutunma Yiizdesi

Laktik asit bakterilerinin patojen mikroorganizmalarin bagirsak hiicrelerine
tutunmalarin1 engelleme yeteneklerinin belirlenmesi amaciyla yapilan denemede elde
edilen patojen mikroorganizmalarin baslangic ve 1. saat sonundaki log-kob/mL
sonuglari ve % tutunma sonuglar1 Cizelge 4. 20°de verilmistir. Denemeye patojen
mikroorganizmalar 1.5x10° kob/mL diizeyinde baslatilmustir. 1 saatlik inkiibasyonun
sonunda en diisik tutunma yiizdeleri L. monocytogenes ve C. difficile’de
goriilmiistiir. Bu mikroorganizmalarda tutunma denemesi sonunda ortalama 3
logaritmik diisiis hesaplanmustir. E. coli Tip I. ve E. coli O157:H7, Salmonella

enterica serotype Enteritidis’de ise ortalama 1 logaritmalik diisiis hesaplanmugtir.
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Cizelge 4.21. Laktik Asit Bakterilerinin patojenlerin tutunmasini engelleme
denemesi sonuglari

Mikroorganizma Oh. 1h.  Tutunma %
E. coli Tip 1+ L. casei DA4 6.17 4.95 80.23
E. coli OH157:H7+ L. casei DA4 6.17 5.60 90.76
S. enteritidis+L. casei DA4 6.17 4.84 78.44
L. monocytogenes+ L. casei DA4 6.17 3.00 48.62
C. difficile + L. casei DA4 6.17 3.47 56.24
E. coli Tip 1+ W. cibaria DA28 6.17 6.04 97.89
E. coli OH157:H7+ W. cibaria DA28 6.17 5.47 88.65
S. enteritidis+ W. cibaria DA28 6.17 4.95 80.23
L. monocytogenes+ W. cibaria DA28 6.17 3.47 56.24
C. difficile + W. cibaria DA28 6.17 3.00 48.62
E. coli Tip 1+ L. plantarum DA100 6.17 4.95 80.23
E. coli OH157:H7+ L. plantarum DA100 6.17 5.95 96.43
S. enteritidis+ L. plantarum DA100 6.17 4.84 78.44
L. monocytogenes+ L. plantarum DA100 6.17 3.30 53.48
C. difficile + L. plantarum DA100 6.17 3.00 48.62
E. coli Tip 1+ L. plantarum DA140 6.17 6.04 97.89
E. coli OH157:H7+ L. plantarum DA140 6.17 5.30 85.90
S. enteritidis+ L. plantarum DA140 6.17 4.69 76.01
L. monocytogenes+ L. plantarum DA140 6.17 3.00 48.62
C. difficile + L. plantarum DA140 6.17 3.47 56.24
E. coli Tip 1+ L. coryniformis DA263 6.17 6.00 97.24
E. coli OH157:H7+ L. coryniformis DA263 6.17 5.95 96.43
S. enteritidis+ L. coryniformis DA263 6.17 4.90 79.42
L. monocytogenes+ L. coryniformis DA263 6.17 4.00 64.83
C. difficile + L. coryniformis DA263 6.17 3.00 48.62

Denemede laktik asit bakterileri ile patojen mikroorganizmalar bagirsak hiicrelerine
es zamanli olarak verilmistir. Bu sayede ayni anda bagirsak hiicrelerine ulasan bu iki
grup mikroorganizmanin villuslara tutunma yetenekleri ile birbirleri arasindaki
etkilesimleri sonucu laktik asit bakterilerinin patojenlerin tutunma yiizdelerine olan

etkisi incelenmistir.
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E. coli, Escherichia ailesi i¢ginde en 6nemli tiir olmakla beraber insan ve hayvanlar
icin 6nemli firsat¢1 patojendir. E. coli, suslari kalin bagirsak florasi iginde en yaygin
fakiiltatif anaerob tiirdiir. Bagirsaklarin normal flora tiyesi olan E. coli bagirsaklarda
diger patojen mikroorganizmalarin kolonizasyonunu Onlemede rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Bagirsaklarda ishal olusturan suslari disinda kommensal olarak
yagarlar. Salmonella’lar saglikli kisiler tarafindan kirli su ve yiyeceklerle alinarak
mideye gelirler. Mide asidine duyarlidirlar ancak bol besin maddesi ve igecekle
alindiklarinda mide asidinden etkilenmeden mideyi gecebilirler. Agizdan alinan
bakteri sayis1 10° ile 108 kob/mL araliginda oldugunda enfeksiyon olusabilmektedir.
Almnan bakteri sayisinin yani sira enfeksiyon olusumunda Salmonella serotipi, susun

virulansi ve konak organizmanin savunmasi da etkili olmaktadir (Ustagelebi, 1999).

Dogada yaygin olarak bulunan Listeria monocytogenes’in insanlarda enfeksiyon
yapma sikligiin fazla olmasi beklenirken enfeksiyonlarin goriilme sikligr diisiiktiir.
Bunun nedeni virulant ( hastalik yapma 6zelligi olan) sustan yiiksek dozda alinmasi
gerekliligidir. Hastalik olusturma dozu kesin olarak bilinmemekle beraber etkilenen
konagin bagisiklik sistemine ve alinan serotipin virulansina bagli olarak
degismektedir. Saglhkl kisilerde 10* kob/mL’den diisiik diizeydeki L. monocytogenes
saglik agisindan sorun olusturmayabilir. Clostridium difficile saglikli yetiskin
bireylerin bagirsak florasinda bulunmamaktadir. Ancak kolon florasini degistiren
nedenler s6z konusu oldugunda (ila¢ ve ilag dis1 nedenler) mikroorganizma sporlari
acilarak bakteri ¢ogalir ve toksin salgilamaya bagslar (Ustacelebi, 1999). Aym
zamanda koyun ve kuzu bagirsak florasinda da Clostridium suslarma siklikla
rastlanmamakla beraber dogal flora bozuldugunda mikroorganizma toksin
salgilamakta ve hayvanda hastaliga neden olmaktadir (Knight ve Riley 2013; Uzal ve
Songer 2008).
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Sindirim sisteminde bagirsaklara ulasana kadar mide asidi, gesitli enzimlere maruz
kalan patojen mikroorganizmalar bagirsak epitel hiicrelerine ulastiklarinda buralara
yerlesip ¢ogalarak, toksin ve diger viriilens etkenlere neden olurlar. Ancak bu durum
bakterinin serotipi, enfeksiyona neden olan ve viicuda alinan bakteri sayisi, bagirsak
hiicrelerine tutunma yetenegi ile yakindan iligkilidir. Kisinin sahip oldugu bagisiklik
sisteminin giicii, saglam bagirsak yapisi patojen mikroorganizmalara karsi oldukca
onemlidir. Ayrica dogal bagirsak florasi igerisinde yer alan laktik asit bakterilerinin
bagirsaklarda yeterli sayida olmasi da patojen mikroorganizmalarin bagirsak
hiicrelerine  tutunmasint  engellemeye  yardimci  olduklarini  gdstermistir.
Calismamizda Listeria monocytogenes ve Clostridium difficile gibi saglikli yetiskin
bireylerin bagirsak florasinda siklikla yer almayan ve hastalik yapan bakteri sayisi
10* kob/mL‘den diisiik diizeydeki bu iki mikroorganizmaya kars: izolatlar yiiksek

tutunma yiizdeleri vermiglerdir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez calismasi kapsaminda Tirkiye genelinde Afyonkarahisar, Antalya, Erzincan,
Isparta ve Izmir illerinden (44 adet peynir, 20 adet fermente sucuk, 9 adet gesitli
tursu, 2 adet liyofilize kirmizi biber, 3 adet tarhana ve 16 farkli taze meyve ve bitki )
ornekler toplanarak izolasyon materyali olarak kullanilmistir. Izolasyon icin toplam
94 farkli o6rnek kullanilmistir. Bunlardan 270 adet koloni secilmistir. Segilen
kolonilerin Gram ozellikleri, katalaz aktiviteleri, pH 9.6 ve % 6.5 NaCl da gelisim
ve glikozdan gaz iiretme oOzelliklerinin belirlenmesinin ardindan 69 adet izolatin
Lactobacillus cinsine ait olabilecegi disiiniilerek probiyotik olma 6zelliklerinin

belirlenmesi amaciyla yapilan testlere gecilmistir.

Gastrointestinal sistemden gegis yeteneklerinin belirlenmesi amaciyla izolatlara in
vitro ortamda mide ve bagirsaklardan gegis yeteneklerini belirleyebilmek amaciyla
cesitli enzim ve metabolitlere karst dayanimlari belirlenmistir. Bu analizler
sonucunda basarili olan 27 adet izolatin antibiyotik direnclilikleri test edilmistir.
Suglarin tamami vankomisine direncli bulunmustur. Yedi adet izolatin kontrol
amaciyla 24. saatte yapilan incelemesinde klindamisine (DA) karst direng
gelistirdikleri goriilmiistiir. Bu izolatlar agirlikli olarak peynirden izole edilmislerdir.
Bunun klindamisinin siit hayvanlariin tedavisinde sik¢a kullanilmasindan

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

[zolatlarin EPS iiretimi ile kolesterol asimilasyon yetenekleri arasinda kuvvetli bir
baglant1 bulunamamistir. Yiiksek miktarda EPS iretimi olan L. plantarum DA255
susu % 41.19 oraninda kolesterol asimilasyonu gosterirken L. lactis DA268 susu EPS
tireticisi olmamasina ragmen % 60.71lik bir kolesterol asimilasyonu gostermistir.
Bu durum izolatlarin kolesterol asimilasyonunu EPS {retiminden farkh

mekanizmalar ile sagladig1 sonucunu diisiindiirmektedir.

Antimikrobiyal analiz sonuglar1 yapilan ¢alismalarla paralellik gostermekle beraber
zonlar dokme plak yonteminde elde edilmis olup. kuyucuk yonteminde herhangi bir
zon elde edilememistirr Bu durum nedeni olarak  agar spot yonteminin

metabolitlerin  tamamint  icermesinden kaynaklandigim1  disiiniilmiistir ~ ve
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bagirsaklarda da canliya canli seklinde patojen mikroorganizmalar ile karsilastiklar

icin sonuglarin olumlu oldugu diistiniilmiistiir.

Otoagregasyon ve koagregasyon yetenekleri susdan susa degisen bir 6zellik olmakla
beraber bagirsak tutunmasi denemesi i¢in segilen suslarin tamaminin iyl bir
otoagregasyon ve koagregasyon yetenegine sahip olduklari belirlenmistir. Bu
sonuglar bize tutunma denemesinde kullanilan laktik asit bakterilerinin yayinlarda
bahsedilen otoagregasyon ve bagirsaklara tutunma yeteneklerini saglayan S-
katmanina sahip olup olmadiklarini merak ettirmistir. Tutunma denemesinde
kullanilan izolatlarin tutunma yeteneklerinin tam olarak ogrenilebilmesi igin
ilerleyen donemlerde S-katmani proteini varligimin tespit edilmesi izolatlarin
probiyotik yeteneklerinin kanitlanmasina katki saglayacak bir kriter olacagini

gostermistir.

Bagirsak tutunma deneyi sonucunda denemede kullanilan laktik asit bakterilerinin
tamami iyi bir canlilik orani ile tamamlamislardir. L. casei DA4, L. plantarum
DA100 ve L. plantarum DA 140 suslar1 gastrointestinal sistem denemelerinden basari
ile gegmis ve iyi bir tutunma yiizdesi sergilemislerdir. Bu izolatlar peynir ve tursudan
izole edildikleri ve genel olarak probiyotik 6zellik gdsteren suslar arasinda oldugu
icin sirastyla peynir ve tursu izolatlar1 olamalar1 nedeniyle beklenen sonuglar
vermiglerdir. W. cibaria DA28 laktobasillere alternatif olarak probiyotik o6zellik
sergileyen bir sus olarak karsimiza c¢ikmustir. L. coryniformis DA263 turung
meyvesinden izole edilmis olmasma karsin gastrointestinal sistem denemelerinden
basar1 ile ge¢mis ve iyi bir tutunma yiizdesi sergilemislerdir. Bu durum farkl
bitkilerinde tutunma denemeleri i¢in alternatif bir izolasyon kaynagi olabilecegini

gostermistir.

Calisgmamizda L. monocytogenes ve C. difficile gibi saglikli yetiskin bireylerin
bagirsak florasinda siklikla yer almayan ve hastalik yapan bakteri sayist 10
kob/mL‘den diisiik diizeydeki bu iki mikroorganizmaya karsi izolatlar yiiksek
tutunma ylizdeleri vermislerdir. Bu sonuglar dogal bagirsak florasi igerisinde yer alan
laktik asit bakterilerinin bagirsaklarda yeterli sayida olmasmin patojen
mikroorganizmalarin bagirsak hiicrelerine tutunmasini engellemeye yardimci

olduklarini gostermistir.
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