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OZET
Bu caligmada gastrit ve non-spesifik gastrit rahatsizlig1 bulunan 21 bireyden alinan
gastrik biyopsi ve digski 6rnekleri ile 13 saglikli bireyden saglanan diski 6rnekleri
izolasyon materyali olarak kullanilmistir. Bu orneklerden izole edilen laktik asit

bakterilerinin probiyotik olabilme 6zellikleri belirlenmis ve tanis1 yapilmustir.

[zolasyonu tamamlanan 111 adet laktobasil ve 33 adet enterokoka asit kosullara (pH
3,5) ve safra tuzuna dayanim testi uygulanmistir.Yapilan calismada laktobasil
suslarinin %54°1, enterokoklarin ise %481 asit ortamda canliliklarin1 devam ettirip
ve/veya gelisebilirlerken, 9%0.3’liikk safra tuzu konsantrasyonunda laktobasillerin
%81’inin, enterokoklarn ise %60’mnin canliliklarint devam ettirebildikleri ve/veya
gelisebildikleri belirlenmistir. Bu sonuglar, laktobasillerin enterokoklara gore hem
asit ortama hem de safra tuzuna daha direncli olduklarin1 gostermektedir. Ayrica elde
edilen sonuclara gore hem laktobasillerin hem de enterokoklarin safra tuzuna asit

ortama gore daha fazla direngli olduklar1 da ortaya konmustur.

Asit kosullara ve safra tuzuna dayanim ag¢isindan incelenen izolatlarin biyokimyasal
testler yoluyla tanis1 yapilmigtir. Bu test sonuglarina gore toplam 111 adet laktobasil
susundan 19 adedinin L. agilis (% 17), 14 adedinin L. fermentum (% 12), 10 adedinin
L. maltaromicus (% 9), 10 adedinin L. murinus (% 9) ve 8 adedinin L. plantarum
(%7) oldugu belirlenmistir. Tanis1 gergeklestirilen diger tiirler ise L. acidophilus, L.
bavaricus, L. brevis, L. casei, L. casei subsp. casei, L. casei subsp. rhamnosus, L.
fermentum var. cellobiosus, L. intestinalis, L. johnsonii ve L. rhamnosus’dur. 28 adet
susun ise tiir diizeyinde tanis1 yapilamamistir. Enterokoklarda ise 33 adet susdan 20
adedinin E. saccharolyticus, 5 adedinin E. faecalis, 3 adedinin E. malodoratus, 3

adedinin ise E. cecorum oldugu belirlenmistir. 2 adet susun ise tanisi yapilamamustir.

Tani testlerinden sonra asit ortama ve safra tuzuna direngli olan 33 adet laktobasil ve
10 adet enterokok susu secilerek antibiyotik duyarliliklart belirlenmistir. Laktobasil
suslart penisilin grubu antibiyotiklerden amoksisilin kluvulanik aside %100,
amoksisiline ve karbenisiline %97 oraninda duyarli bulunmustur. Kloramfenikol ve

sefalotin %97, klindamisin %84 degerleriyle laktobasillere yiiksek diizeyde etkili



il
diger antibiyotikleri olusturmaktadir. Ayrica basitrasine karsi suslarin %34°1 direng
gostermis, ofloksasine suslarin %47°si orta diizeyde duyarli iken %31°1 direngli
bulunmustur. Nistatine, streptomisine ve peptid grubu antibiyotiklerden polimiksin

B’ye karsi suslarin %100l direng gosterirken, suslarin %82’sinin vankomisine

direngli oldugu belirlenmistir.

Suslar her ti¢ 6zellik agisindan incelendiginde, L. agilis AA1-2, L. plantarum BK9-
40, L. fermentum BKI13-56, E. saccharolyticus AKI1-5, BA17-71 suslarinin
istenilen niteliklere sahip oldugu belirlenmistir. Cok suslu bir probiyotik
hazirlanmasi agisindan, bu susa ilaveten L. maltaromicus AC10-43, L. sp. AB16-77,
AK2-8, L. plantarum AK4-120, BK9-40, L. intestinalis AK5-22, L. rhamnosus AK6-
27, L. casei subsp. rhamnosus AK7-29, E. saccharolyticus AK7-31, E. malodaratus

AK7-32 suslarinin da kullanilmasi 6nerilebilir.

Anahtar Kelimeler: Probiyotikler, Laktik asit bakterileri, Lactobacillus,

Enterococcus, Bifidobacteria



i1

ABSTRACT

In this study faeces samples of 13 healthy persons and feaces and gastric biopsy
samples of 21 persons who have gastride or non-spesific gastride were used as
isolation material. Lactic acid bacteria which were isolated from those samples were
identified and some potential properties of isolates to be a probiotic were also

determined.

Acidic condition (pH 3,5) and bile salt resistance tests were performed on isolates of
111 lactobacilli and 33 enterococci. It waas determined that 54% of lactobacilli and
48% of enterococci were able to survive and/or to grow in acidic conditions, and
81% of lactobacilli and 60% of enterococci could survive and/or grow in 0,3% bile
salt concentration. These results showed that lactobacilli are more resistant to both
acidic conditions and bile salts than enterococci. In addition to that, according to
results, both lactobacilli and enterococci were more resistant to bile salts than acidic

conditions.

Isolates that were tested against acidic conditions and bile salts were identified by
biochemical tests. According to test results, of those 111 lactobacillus isolates, 19
(17%) were L. agilis, 14 (12%) were L. fermentum, 10 (9%) L. murinus and 8 (7%)
were L. plantarum. Other i1solates were identified as L. acidophilus, L. bavaricus, L.
brevis, L. casei, L. casei subsp. casei, L. casei subsp. rhamnosus, L. fermentum var.
cellebiosus, L. intestinalis, L. johnsonii and L. rhamnosus. ldentification of 28 strains
could not be done. Among 33 enterococci 20 were E. saccharolyticus, 5 were E.
faecalis, 3 were E. malodoratus and 3 were E. cecorum. Identification of 4 strains

could not be done.

After identification tests 33 lactobacilli and 10 enterococci which were resistant to
acidic conditions and bile salts were selected and antibiotic sensitivity of these
strains were determined. Lactobacillus strains were 100% sensitive to amoxycillin

clavulanic acid and 97% to both amoxycillin and carbenicillin that all are penicillin
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group antibiotics. Among other antibiotics chloramphenicol was 97%, clindamycine
was 84% effective on lactobacillus isolates. Also 34% of the strains showed
resistance to bacitracine, while 47% of strains were moderately sensitive to ofloxacin
31% were found to be resistant. The isolates were 100% resistant to nystatin,
streptomycin, and polymyxin B a peptide group antibiotic while 84% of isolates

resistant to vancomycin.

When the strains were evaluated regarding 3 of the properties, BK9-40 strain was
determined as the most qualified one. In order to formulize a probiotic preparation
contains more than one strain alone the usage of the L. maltaromicus AC10-43,
Lactobacillus sp. AB16-77 and AK2-8, L. plantarum AK4-120, L. intestinalis AKS5-
22, L. rhamnosus AK6-27, L. casei subsp. rhamnosus, AK7-29, L. plantarum AK7-
31, L. plantarum BK9-40ve E. malodaratus AK7-32, together with this strain is
suggested.

Key Words:: Probiotics, Lactic acid bakteria, Lactobacillus, Enterococcus,

Bifidobacteria
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1. GIRIS

Tiikettigimiz gidalar ile sagligimiz arasinda giiclii bir iliski mevcuttur. Son yillarda
fonksiyonel gidalar iizerinde yogun calismalar yapilmaktadir. Fonksiyonel gidalar,
temel besin gereksinimini karsilama yaninda dogal olarak igerdikleri 6zel, fizyolojik
aktif bilesenleri ile kardiyovaskiiler bozukluklar, kanser, diyabet, hipertansiyon gibi
kronik hastaliklardan korunmada ve/veya tedavi etmede etkili olabilen, yasam

kalitesini yiikselten besinler olarak tanimlanmaktadir.

Fonksiyonel gidalarla ilgili ilk ¢aligmalar Japonya’da baslamistir. Bu iilkede farkl
bir gida kategorisinde ele alinan fonksiyonel gidalar yasallastirilmis, ‘Saglik i¢in
Ozgiin Gida’nin (Food for Specified Health Use) kisaltilmis ismi olan FOSHU olarak
tizerinde olumlu etki yapmali, (b) alerjik etki gostermemeli, (c) saglik ve hijyen riski
tastmamalt ve (d) bu tamimlara uygun gidalarin yararlar1 bilimsel olarak

kanitlanmalidir.

Laktik asit bakterilerinin gerceklestirdigi fermantasyonlarla iiretilen ¢esitli iirtinler de
fonksiyonel gidalar arasinda yer almaktadir. Bu baglamda ¢ogunlukla laktik asit
bakterilerden hazirlanan probiyotik gidalarin fonksiyonel gida olarak kullanimi ve bu
konu {izerinde yapilan aragtirmalar son 10-15 yilda hiz kazanmigtir. Dogal
ekosistemde bulunan, bagirsak florasini diizenleyerek konakgi sagligi {izerinde
olumlu etkileri olan mikroorganizmalar ‘probiyotik’ olarak tanimlanmaktadir.
Probiyotik igerikli iirlinler 6zellikle Japonya, Uzakdogu {ilkeleri ve Avrupa Birligine
iye olan iilkelerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri’nde
ise son birkag yildir probiyotik iirlinlere olan ilgi giderek artig gostermistir. Saglikli
gida tiiketimi bilincinin gelismesi sonucu ortaya c¢ikan tiiketici talebi gida
endiistrisinin probiyotik tirlinlere olan ilgisini arttirmistir. Probiyotik olarak satilan
tirtinler ya direkt olarak mikroorganizmalarin ¢esitli vitamin, enzim ve aroma
bilesenleri ile birlikte tablet veya kapsiil seklinde hazirlanarak paketlenmesi veya
herhangi bir tasiyict gida ortamina ilave edilmesi yontemi ile tretilmektedir.

Ulkemizde probiyotik iiriin iiretimi ve tiiketimi kisithidir. Buna karsin yurt disinda
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probiyotik adi altinda satilan iiriinlerin sayis1 oldukga fazladir. Probiyotik iiretiminde
yaygin olarak kullanilan laktik asit bakterileri Lactobacillus, Bifidobacterium ve
Enterococcus cinsine ait tiirlerdir. Bu mikroorganizmalarin ortak o6zelligi
kemoorganotrofik olmalar1 ve karbonhidratlart fermente ederek laktik asit
olusturmalaridir. Bir mikroorganizmanin probiyotik olarak kabul edilebilmesi i¢in;
(a) insanlarm kullanimina y6nelik hazirlanan iirtinlerde kullanilan mikroorganizmalar
insanlardan izole edilmis suslardan seg¢ilmelidir, (b) mide-bagirsak sisteminde
probiyotik etkinin olugabilmesi i¢in kullanilan suslar mide asitligine ve safra
tuzlarma karst direngli olmalidir, (c) patojenlerle rekabet edebilmesi igin
probiyotiklerin bagirsak epitellerine tutunabilmesi veya agregasyon olusturabilmesi
gerekmektedir, (d) probiyotik mikroorganizmalar gelismis teknikler kullanilarak
tanimlanmig giivenilir suslar olmalidir. Tiim bunlarin yani sira segilen suslarin
teknolojik oOzelliklerinin probiyotik {iriin {iretimine uygun olmasi gerekmektedir.
Probiyotik {iretiminde yararlanilan laktik asit bakterileri sindirim sisteminin dogal
tiyeleridir ve faydali olarak nitelendirilen bu bakterilerin gidalarin sindirimine,
vitamin {retimine ve zararli mikroorganizmalarin neden oldugu hastaliklarin
onlenmesine yardimei oldugu bilinmektedir. Hastaliklarin tedavisi masrafli ve zaman
alic1 oldugundan, son yillarda hastaliklardan korunma esas alinmaktadir. Bu durum

da probiyotiklere yonelik ¢caligmalara hiz kazandirmaktadir.

Bu bilgiler 15181inda calismada, dncelikle gastrit ve non-spesifik gastrit rahatsizlig
bulunan bireylerden alinan gastrik biyopsi ve gayta 6rnekleriyle saglikli bireylerden
alian gayta drneklerinden laktik asit bakterilerinin izolasyonu yapilmistir. izolatlarin
probiyotik ozelliklerinin belirlenmesi agisindan asit ortama (pH 3,5) ve safra tuzuna
direnglilikleri incelenmis ve biyokimyasal tani testleri yapilmistir. Izolatlarin
tanimlanmasindan sonra asit ortama ve safra tuzuna direng gdsteren farkli tiirlere ait
suslar se¢ilmis ve antibiyotik direncliliklerine bakilmistir. Elde edilen sonuglardan
saglikli bireyler ile gastrit rahatsizli§1 bulunan bireylerin bagirsak floras1 arasindaki
benzerlikler ve/veya farkliliklar tespit edilmis, gayta ve gastrik biyopsiden izole
edilen suglar kiyaslanmig sonu¢ olarak Tiirk insanmin sindirim sistemi dogal

florasinda bulunan ve probiyotik aday1 olarak 6nerilebilecek suslar belirlenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Probiyotiklerin tanimi

Insan viicudu trilyonlarca bakteriye ev sahipligi yapan bir ekosistemdir. Sindirim
sisteminde deride, iirogenital sistemde, agiz ve burun boslugunda kisaca insan
viicudunun bakteri gelisimine uygun kisimlarinda ¢ok sayida ve farkli tiirlerden
mikroorganizma yer almaktadir (Sanders, 2000). Memelilerin bagirsak sistemleri;
bagirsak mikroflorast olarak bilinen ve ¢ogunlugu anaerob olan pek c¢ok
mikroorganizma tiiriiniin yasayabildigi bir ortamdir. Bu ortamda 500’iin iizerinde

bakteri tiiriiniin oldugu tespit edilmistir (Tannock, 1997).

Bagirsak sisteminde bulunan faydali mikroorganizmalarin gidalarin sindirimine
yardimc1 olmak, canliy1 patojen mikroorganizmalardan korumak ve canlinin
savunma mekanizmasini desteklemek gibi islevleri vardir. Dogumdan hemen sonra
ortamdan, anneden ve anne siitlinden kazanilan dogal floradaki ana grubu laktik asit
bakterileri olusturmaktadir (Karahan ve Cakmakei, 1996). Bagirsak florasini
diizenleyerek konak¢i sagligi iizerinde faydali etkileri olan mikroorganizmalar

‘probiyotik’ olarak tanimlanmaktadir.

Laktik asit bakterileri ile ilgili ayrintili ¢alismalara 1900’1 yillarin basinda baslansa
da laktik asit bakterilerinin gida fermantasyonundaki rolii 1857 yilinda Pasteur
tarafindan bulunmustur. Bacterium lactis 1873 yilinda Lister tarafindan izole edilen
ilk saf bakteri kiiltiirtidiir (Stiles ve Holzapfel, 1997). Probiyotikler ve sagliga olumlu
etkileri tizerine ilk ¢aligma ise 19. yiizyilin sonlarinda Rus bilim adami1 Metchnikoff
tarafindan yapilmistir. Metchnikoff mikroflarinin olugsmasi iizerine sistematik olarak
calismis ve fermente siit {irlinlerinin otointoksikasyonu, yani viicutta bulunan toksik
bir maddeden zehirlenmeyi engelledigini 6ne siirmiistiir (Fuller, 1989; Fuller, 1999;
Gismondo ve Drago, 1999). Parker probiyotikleri bagirsak dengesinin saglanmasina
yardim eden organizmalar olarak tanimlamistir. Fakat bu tanimlama antibiyotikleri
de kapsamaktadir (Fuller, 1999; Salminen vd., 1999; Schrezenmeir ve Vrese, 2001).

Fuller ise probiyotikleri konak¢inin intestinal mikroflorasinin gelisimini tesvik eden,
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yararli etkileri olan canli mikrobiyal besin elementleri olarak tanimlamistir. Bu
tanimlama Huis in’t Veld tarafindan, insanlarin veya hayvanlarin dogal
mikroflorasina ait  Ozellikleri  gelistiren, tiiketilmeleri sonucunda agizda
gastrointestinal sistemde, {ist solunum yollarinda ya da iirogenital kanallarda yararl
etkileri ile konak¢inin saghginda iyilesmeye sebep olan tek veya karigik canl
mikroorganizma kiiltiirleri seklinde genisletilmistir (Klaenhammer ve Kullen, 1999).
Yapilan son caligmalarda, probiyotiklerin canli olmayan formlarinin da saglik
lizerine yararli etkileri oldugu one siiriilmektedir (Salminen vd., 1999). Bagirsak
mikroflorasinin bilesim ve aktivitesindeki olumsuz degismeleri minimum diizeye
indirmek ve bunun bireye olan etkilerini simirlamak i¢in gelistirilen diyetetik
yontemler icinde Oncelikle probiyotiklerin kullanilmasinin yaninda, 6zellikle son
yillarda bu mikroorganizmalarin gelismesini tesvik etmek amaciyla prebiyotiklerden
de yararlanilmaktadir (Fuller ve Gibson, 1998). Prebiyotikler bagirsaklardaki belirli
bakterilerin gelisim ve aktivitelerini tesvik ederek bireyin sagligina yarar1 dokunan
ve sindirilmeyen gida bileseni olarak tanimlanmaktadir. Prebiyotiklerin etkili
olabilmesi i¢in, sindirim sisteminin iist kisimlarinda hidrolize ve absorbe olmamasi,
kalin bagirsaga gecerek orada bagirsak bakterileri tarafindan kullanilabilmesi gerekir.
Bu  kriterleri  tastyan  en  uygun  prebiyotikler  oligosakkaritlerdir.
Fruktooligosakkaritler, iniilin ve tiirevleri prebiyotiklere 6rnek olarak verilebilir

(Macfarland ve Cummings, 1999; Gibson ve Roberfroid, 1995).

2.2. Probiyotik Olarak Kullanilan Mikroorganizmalar

Probiyotik bakteriler, probiyotik canli mikrobiyal kiiltiirler ve mikroorganizmalarin
fermente {iriinleri olarak 2 grup halinde agiklanabilir. Bu tiirler mide-bagirsak
florasinin 6nemli popiilasyonunu olusturmaktadir. Probiyotik olarak kullanilan en
yaygin laktik asit bakterileri siniflandirmada 6 gruba ayrilirlar (Tannock, 1997).
Bunlar; Lactobacillus, Streptococus, Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus ve
Bifidobacterium’dur. Laktik asit bakterileri disinda probiyotik olarak kullanilan diger
mikroorganizmalar ise Bacillus, Saccharomyces ve Aspergillus’tur. Cizelge 2.1°de
insan beslenmesinde ve hayvan yemi iretiminde kullanilan probiyotik

mikroorganizmalarin listesi verilmistir.



Cizelge 2.1. Ticari probiyotik iiretiminde kullanilan bazi mikroorganizmalar

Insanlar icin kullanilanlar

Hayvan beslemede kullanilanlar

L. acidophilus

L. acidophilus

L. casei Shirota

L. casei

L. delbrueckii subsp. bulgaricus

L. delbrueckii subsp. bulgaricus

L. johnsonii

L. plantarum

L. reuteri

L. reuteri

L. rhamnosus

Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium adolescentis

Bacillus subtilis

B. bifidum

Streptococcus thermophilus

B. breve Pediococcus pentosaceus
B. longum Enterococcus faecium
B. infantis Saccharomyces cerevisiae

Streptococcus thermophilus

Aspergillus oryzae

Saccharomyces boulardii

Torulopsis spp.

Laktobasiller Gr (+), sporsuz, hareketsiz, katalaz (-), fakiiltatif anaerob, ¢ubuk veya
kokobasil seklinde mikroorganizmalardir (Gomes ve Malcata, 1999). Laktobasillerin

klasik siniflandirmalar1 fermantatif 6zelliklerine gore yapilmaktadir. Bunlar;

1. Obligat homofermantatif laktobasiller: Empden-Meyerhof Parnas metabolik
yolunu kullanarak heksozlar1 sadece laktik asite fermente ederler. Ornegin; L.

acidophilus, L. delbrueckii, L. helveticus.

2. Fakiiltatif heterofermantatif laktobasiller: Empden-Meyerhof Parnas metabolik
yolunu kullanarak heksozlar1 sadece laktik asite fermente ederken bazi tiirler ise
glikoz smirlamasinda laktik, asetik, formik asit ve CO, iiretmektedir. Pentozlar1
da fosfoketolaz yolunu kullanarak laktik ve asetik asite fermente ederler.

Ornegin; L. casei, L. plantarum, L. sake.

3. Obligat heterofermantatif laktobasiller: Heksozlar laktik, asetik asit, etanol ve
COs’e, pentozlar1 ise laktik ve asetik asite fermente ederler. Ornegin; L.
bifermentas, L. brevis ve L. fermentum (Kandler ve Weiss, 1986; Schleifer,

1987).
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Enterokoklar, sporsuz, Gram (+), katalaz (-), fakiiltatif anaerob, 10°C ve 45°C’de,
pH 9,6’da, %6,5 NaCl’ de %40 safra tuzunda gelisebilen, kok seklinde
mikroorganizmalardir. Bagirsak florasinda yer alan S. faecalis ve S. faecium yapilan
yeni siniflandirmayla E. faecalis ve E. faecium olarak tanimlanmislardir (Kandler ve
Weiss, 1986). E. faecium ve E. faecalis, bagirsak hastaliklarindaki etkileri nedeniyle
gecmiste kullanilmistir. Bakteriyosin iiretimi gibi mikrobiyolojik 6zelliklere sahip
olsalar da patojenlere antimikrobiyal diren¢ aktarimina neden olabileceklerinden
endise edilmektedir. Bu bakterilerin ticari formlari ilag preparasyonlar1 veya gidalara

canli bakteri eklenmesiyle hazirlanmaktadir (Mombelli ve Gismondo, 2000).

Bifidobakteriler, mutlak anaerob, heterofermentatif, Gr(+), Bifidobacterium indicum
ve B. asteroides harig diger tiirleri katalaz (-), sporsuz, Y seklinde, kisa, kenarlari
yuvarlak cubuklardir (Kandler ve Weiss, 1986). Insan ve hayvanlarm bagirsak
florasinda ve kanalizasyon sularinda bulunurlar. Anne siitiiyle beslenen bebeklerin
bagirsak florasinin %99’unu Bifidobacterium tiirleri olusturur. B. bifidum ve B.
longum bifidus siitii ve bifidus yogurdu gibi fermente siit {irlinlerinin iiretiminde
starter kiiltiir olarak kullanilmaktadirlar. Ayrica bu kiiltiirler bazi laktik asit bakterisi
kiltiirleri ile beraber bifiyoghurt ve biogarde gibi fermente siit iirlinlerinde ve ticari
probiyotik preparatlarinda kullanilmaktadirlar (Unliitiirk ve Turantas, 1998; Gomes
ve Malcata, 1999).

2.3. Probiyotik Mikroorganizmalarda Aranan Ozellikler

Probiyotiklerin bulundugu konakc¢idaki diger mikroorganizmalara kars1 giiclii
etkileri oldugu ve konakgiya yararlari oldugu kesin olarak kabul edilmistir. Ancak
probiyotik olarak kullanilacak mikroorganizmalarda bazi 6zelliklerin bulunmasi

istenmektedir. Bunlar;

- Givenilir olmalidir. Kullanildig1 insan ve hayvanda yan etki olusturmamalidir.

- Saglikli insan bagirsagindan alinmig olmalidir.

- Stabil olmalidir. Diisiik pH ve safra tuzlar1 gibi olumsuz ¢evre kosullarindan
etkilenmeden bagirsakta metabolize olmalidir.

- Bagirsak hiicrelerine tutunabilmeli ve kolonize olabilmelidir.
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- Karsinojenik ve patojenik bakterilere antagonistik etki yapmalidir.

- Antimikrobiyal maddeler tiretmelidir.

- Konakgida hastaliklara direng gibi yararl etkiler olusturabilmelidir.

- Antibiyotiklere direngli olmalidir. Antibiyotige bagl ortaya ¢ikan hastaliklarda
(diyare) bagirsak florasin1 diizenlemek amaci ile kullanilabileceginden,
bagirsaktaki antibiyotiklerden etkilenmemelidir.

- Uretim ve depolama sirasinda canliligin1 ve aktivitesini koruyabilmelidir.

- Probiyotikler patojenik olmamali ve toksin iiretmemelidir. Cok suslu
preparatlarin hazirlanmasina uygun olmalidir

- Probiyotik iiretiminde kullanilan suslar aktarilabilir antibiyotik diren¢ genleri
icermemelidir (Gismondo ve Drago, 1999; Yilsay ve Kurdal, 2000; Yildirim ve
Yildirim, 2000; Saarela vd., 2000).

Laktik asit bakterilerinin gastrointestinal sistemde canliliklarin1 korumalar1 ince
bagirsakta safra tuzuna ve diisiikk pH’ya dayanimlarina baglidir. Agi1z yoluyla viicuda
alinan mikroorganizmalar gastrointestinal sistemden geg¢isleri sirasinda canliliklarini
korumalarimi engelleyen bir takim stres faktorlerine maruz kalirlar. (Marteu vd.,
1997). Bu faktorlerden bir tanesi de antibiyotiklerdir. Probiyotik bakteriler ve bu
bakterilerin kullanilmasiyla hazirlanan {iriinler bagirsak sisteminde antibiyotik
kullanimina bagli olarak olusan kolitlerin iyilestirilmesinde kullanilabilmektedir.
Antibiyotik metabolitleri hastalarin bagirsaklarinda bulunabilir. Bu nedenle sadece
antibiyotige direngli olan probiyotik suslar1 bagirsaklarda kolonize olabilmektedir.
Bu sonug da, antibiyotige direngli laktik asit bakterilerin tibbi agidan 6nemini ortaya
koymaktadir. Yapilan laboratuvar ¢alismalarinda laktobasillerin bagirsak sisteminde
antibiyotige direngli patojenlerin plazmidlerini parcaladiklar1  belirlenmistir

(Tannock, 1997).

Bu bakteriler, organik asitler, hidrojen peroksit (H,O,), karbondioksit (CO,), diasetil,
asetaldehit (Speckman ve Collins, 1968; Karahan, 1992; Tamime ve Robinson,
1999), reuterin ve bakteriyosin (Kuleasan ve Cakmakgi, 2002a; 2002b) gibi pek ¢ok
antimikrobiyal bileseni iireterek, bagirsaklarda istenmeyen mikrofloranin ¢ogalma

hizin1 kontrol ederler ve mikrofloranin dengede olmasini saglarlar.
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Yapilan arastirmalar kanser hastaligi tiizerinde beslenmenin Onemli bir etken
oldugunu gostermektedir (Williams ve Wynder, 1996). Buna karsin probiyotik
bakterilere hazirlanan diyetlerin kanser riskini azaltabildigi ispatlanmistir (Hirayama
ve Rafter, 1999). Arastirmalar probiyotik bakterilerin bagirsaklarda ve diger
organlarda mutajenik ve genotoksik etkileri engelleyebildigini ortaya koymustur

(Sanders, 1999).

2.4. Probiyotik Mikroorganizmalarin Etki Mekanizmasi

Probiyotiklerin etki mekanizmasina yonelik ¢alismalar, bagirsak florasinin
diizensizligiyle ortaya ¢ikan gastrointestinal sistemdeki bozukluklara dayanarak
yapilmaya baglanmistir (Salminen vd., 1999). Probiyotiklerin konak¢iyr bagirsak
sistemi bozukluklarina kars1 nasil korudugunu agiklamaya calisan birgok mekanizma

bulunmaktadir.

Probiyotiklerin etkileri agisindan {i¢ mekanizma onerilmektedir (Goldin ve Gorbach,
1984; Salminen, 1998; Salminen, 1999; Rolfe, 2000; Forestier vd., 2001; Cakir vd.,
2002). Bunlar;

1) Patojen ve zararl bakterilerin sayilarini azaltmak,
a. Antimikrobiyal bilesikler {iretmeleri,

b. Besin elementleri i¢in rekabet etmeleri,

c. Kolonizasyon bdlgeleri i¢in rekabet etmeleri,
2) Mikrobiyal metobolizmay1 (enzimatik aktiviteyi) degistirmek,

a. Sindirim sistemini tesvik eden enzimlerin iiretimi (6rnegin; laktaz),

b. Amonyak, amin veya toksik enzimlerin iiretiminin azalmasi,

c. Bagirsak duvarinin fonksiyonlarini iyilestirmesi,
3) Bagisiklik sistemini iyilestirmek,

a. Antikor diizeyinin artmasi,

b. Makrofaj aktivitesinin artmasidir.
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2.5. Probiyotik Mikroorganizmalarin Saghk Acisindan Yararlari

Fermente {iriinlerin ve probiyotiklerin ¢esitli gastrointestinal hastaliklar1 6nledigi ve
tedavi ettigini agiklayan ylizlerce yaym bulunmaktadir (Karahan ve Cakmakg1, 1996;
Kailasapathy ve Rybka, 1997; Cakir vd., 2001; Cakir ve Cakmakgi, 2002). Ancak
probiyotiklerin saglik acisindan yararlarinin tam olarak anlasilabilmesi i¢in yapilan
calismalardaki denek sayilar arttirilmali, kullanilan probiyotik mikroorganizma cins
ve tlir diizeyinde tanimlanmalidir. Laktik asit bakterilerinin etki mekanizmalar1 daha
iyi anlasildik¢a ve kontrollii ¢aligmalarla ayn1 genetik yapiya sahip suslar arasindaki
farkliliklar tam olarak ortaya konuldukea, suslara 6zgii tahmin edilen probiyotik etki
kanitlanmis olacaktir (Cakir, 2003). Probiyotiklerin saglik ac¢isindan yararlar asagida

ayrintili olarak ele alinmigtir.

2.5.1. Bagirsak patojenlerinin kontroliindeki etkisi

Probiyotikler, patojen bakterilerin toksin iiretimini veya metabolizmasini degistirmek
ya da canli hiicrelerin sayisim1 azaltmak gibi etkilere sahiptir (Fuller, 1989). Siit
tirtinlerindeki baz1 kiiltiirlerin bagirsak patojenlerinin kontroliindeki roliine 1900’li
yillardan beri dikkat ¢ekilmektedir. Yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalar tim L.
acidophilus ve B. bifidum tiirlerinin bilinen gida kaynakli patojenlere ve gidalarda
bozulmaya neden olan mikroorganizmalara karst inhibitor etki goOsterdigini

belirtmektedir.

Birgok patojenin hastalik olusturulabilmesi i¢in bagirsak duvarina tutunmasi gerekir.
Probiyotik mikroorganizmalar bu bolgeler i¢in patojen bakterilerle yarisarak, onlarin

tutunmasini 6nlemektedir (Fukushima vd., 1998).

2.5.2. Bagisiklik sistemine etkileri

Probiyotik bakterilerin canli hiicrelerinin bagirsaklarda bulunmalar1 halinde,
bagisiklik sistemini uyardiklar1 ve kuvvetlendirdikleri belirtilmistir (Mitsuoka, 1990;
Ray, 1996). Probiyotik 6zellikteki laktik asit bakteri suslar1 ile fermente edilen siit
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tirlinlerinin tiiketilmesiyle bagisiklig1 arttiran peptidlerin liretiminde artis oldugu ve
bunlardan bazilarinin antitimor 6zellige sahip olduklar1 belirlenmistir. Bagisiklik
sisteminin uyarilmasi yoluyla serumda IgA gibi antikorlarin artmasi sonucunda virus,
Clostridium, E. coli gibi patojenlere karsi viicudun direngliliginin arttig1
kaydedilmistir (Mitsuoka, 1990). Son yillarda yapilan c¢alismalar probiyotiklerin,
spesifik ve spesifik olmayan bagisiklik sistemini giiglendirerek, bagirsak

hastaliklarina kars1 konak¢iy1 korudugunu ortaya koymustur (Fukushima vd., 1998).

Fang vd. (2000) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, 30 adet saglikli goniillii
rastgele segimle {i¢ gruba boliinmiis ve bu gruplara 7 giin stireyle Lactobacillus GG,
Lactococcus lactis ve plasebo (etil seliiloz) verilmistir. Calismanin 1., 3. ve 5.
giinlerinde tiim deneklere enteropatojenik enfeksiyon benzeri olarak, agizdan
etkinligi azaltilmis Salmonella typhi Ty21a asis1 verilmistir. Biitiin deneklerin asiya
kars1 ¢ok iyi yanit vermelerine ragmen, degisik deneme gruplar1 arasinda IgA, I1gG
ve IgM salgilayan B lenfosit hiicre sayisinda bir degisiklik gozlenmistir.
Lactobacillus GG kombinasyonu ile birlikte uygulanan as1 grubunda spesifik IgA’da
Oonemli artis egilimleri belirlenmistir. L. lactis ile birlikte as1y1 alan deneme grubunda
notrofillerde komponent reseptorlerinin (CR3) ekspresyonu ¢ok yiiksek diizeylerde
belirlenirken, Lactobacillus GG ve plasebo verilen gruplarda benzer etki
goriilmemistir. Bu sonugclar, probiyotiklerin oral yolla alman S. #yphi asisina karsi
farkli immun yanitlar verdigi ve bu tepkilerin probiyotik mikroorganizmanin tiiriine
baglh oldugunu gostermistir. Bifidobakterler in vivo kosullarda, yliksek oranlarda
IgA olusumunu tesvik etmektedir. Bir arastirmada, B. animalis, B. longum, B. breve
tirlerinden B. breve’nin tiim suslar ile bir B. longum izolatlarimin IgA sentezini

Oonemli oranlarda ylikselttigi tespit edilmistir (Lee vd., 1999).

Siileyman Demirel Universitesi Arastirma Projeleri Yonetim Birimi tarafindan
desteklenen 458 no’lu projede, bu calismada izole edilen 8 adet L. plantarum, 2 adet
L. rhamnosus ve 3 adet E. faecalis ile karisik kiiltiir hazirlanmis, hazirlanan karigik
probiyotik kiiltiirle, standart Lactobacillus GG ve skim milk ile 28 giin boyunca
beslenen farelerdeki OVA spesifik IgE diizeyleri arasindaki iligki arastirilmistir.
Calismada 60 adet erkek Balb-c fare kullanilmistir. Bu farelerin 20 adedi 28 giin
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boyunca standart olarak kullamlan 0,2 ml skim milk icerisinde 10° kob/ml olacak
sekilde ayarlanmis Lactobacillus GG (LGG, ATCC-53103) susu ile, 20 adedi 0,2 ml
skim milk icerisinde 10° kob/ml olacak sekilde hazirlanan karisik suslu probiyotik
kiiltiir ile, 20 adedi de giinde 0,2 ml skim milk ile beslenmistir. Denemede karisik
suslu probiyotik ve standart probiyotik verilen gruplarin IgE diizeylerinin, sadece
skim milk verilen gruba gore daha diisiik oldugu ve bu farkin istatiksel olarak
anlamli oldugu tespit edilmistir (Can, 2003). Bu agidan probiyotikler allerjilerin

onlenmesinde 6nemli etkiye sahiptir.

2.5.3. Antikarsinojenik etki

Istenmeyen bazi bakteriler, bagirsaklarda aminlerin ve amonyagm emilmesini
zorlagtirirlar. Bu da kanser olusumunda, tansiyon ve kolesteroliin yiikselisinde etkili
olan nitrozaminlerin serumda artisina neden olur. Probiyotik bakteriler enterik
bakterilerin aktivitelerini engelleyerek, serumda nitrozaminlerin artisin1 dolayh
olarak onlerler. Istenmeyen bircok bakteri tiiriiniin bagirsaklarda gidalarla alinan
karsinojenlerin onciil maddelerini aktive eden enzimleri iireterek, aktif karsinojen
maddelerin olusumuna neden olduklar1 belirtilmistir. Probiyotik bakteriler,
istenmeyen mikroorganizmalarin ¢ogalmasini inhibe ederek bu enzimlerin
olugmasini engellerler (Jay, 1986; Ray, 1996). Arastirmalar, diyetin bilesiminde
bulunan besinlere bagli olarak kanser olusumunun arttigin1 veya azaldigini

gostermistir ( Sanders, 1999).

1962 yilinda laktik asit bakterilerinin antikarsinojenik etkiye sahip oldugu ileri
stirilmiistiir. Daha sonraki yillarda hayvanlar iizerinde yapilan aragtirmalarda; deney
hayvanlar1 yogurt ve yogurda L. acidophilus, L. bulgaricus, L. casei,
Bifidobacterium’un tiirleri gibi bakteriler eklenerek beslenmis, ¢alisma sonucunda
deney hayvanlari iizerinde antikarsinojenik bir etki bulunmus ve tiimor riskinin
azaldig1 belirtilmistir. Birgok arastirmada, probiyotik bakterilerin fazla miktarda
agizdan alimi sonucunda, istenmeyen bagirsak bakterilerinin olusturdugu

karsinojenik olmayan maddelerin karsinojen maddelere doniisiimiinde rol oynayan
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beta-glukoronidaz, azorediiktaz ve nitrorediiktaz enzimlerinin azalmasini sagladigi
belirtilmistir. L.  acidophilus’un  fermente {iriinlerle birlikte alinmasiyla

bagirsaklardaki bu enzimlerin diizeyinde iki ile dort kat azalma saptanmistir.

Aso ve Akazan (1992), calismalarinda 10" kob/g diizeyinde L. casei toz
preparatindan bir yil boyunca giinde ii¢ defa tiiketen insanlarda mesane kanseri
tedavi siirecinin hizlandigin1 tespit etmislerdir. Bir baska c¢alismada ise L.
acidophilus tiikketiminin kalinbagirsak kanserini 6nledigi tespit edilmistir (Goldin ve
Gorbach, 1984). Bu calismaya saglikli bireylerden 21 adet goniilli katilmis ve L.
acidophilus kiiltliri siit veya yogurda katilarak (asidofiluslu siit veya yogurt)
deneklere verilmistir. Arastirmacilar bir aylik uygulama periyodundan sonra
diskidaki  prokarsinojenleri  karsinojenlere  doniistiiren  bakteriyel  enzim
konsantrasyonunda 6nemli azalmalar oldugunu bildirmislerdir. Benzer ¢aligmalarda
L. acidophilus katilmayan siitlerde ise ayni sonu¢ alinamamistir (Murray, 1998;

Gmeiner vd., 2000).

2.5.4. Laktoz hidrolizi

Baz1 bireylerde laktoz kullanilmamaktadir. Laktoz intolerant kisiler genetik
rahatsizlik nedeniyle, laktozu hidrolize edecek (-galaktozidaz enzimini iiretmezler.
Sadece Kuzey Avrupalilar, Beyaz Amerikalilar ve Afrika’da bazi kabilelerdeki
bireyler laktozu pargalayacak [-galaktozidaz enzimini olustururlar (Jay, 1986).
Laktoz intolerant kisiler siit veya dondurma ile laktoz aldiklarinda, laktoz ince
bagirsakta emilmeden kalin bagirsaga gecer, Kalin bagirsakta laktoz degisik
bakteriler tarafindan glikoz ve galaktoza hidrolize edildikten sonra asit ve gaza
doniistiiriiliir. Asit ve gaz olusumu bagirsaklardan sivi emilimini engeller ve bunun
sonucunda bagirsak sisligi seklinde rahatsizliklar ortaya c¢ikar. Siit {iriinlerine
probiyotik bakteri ilave edilmesinin laktoz intoleransina yararli etkileri iki
mekanizma ile agiklanmaya ¢alisilmaktadir. Bunlardan birincisi, fermantasyon ile siit
tiriinlerinde bulunan laktozun pargalanmasi, ikincisi ise laktaz enzimi iireten
probiyotiklerin gastrointestinal bolgelerdeki ¢ogalmasidir (Karahan ve Cakmaket,

1998; Ouwehand ve Salminen, 1998; Rolfe, 2000; Cakir ve Cakmakei, 2002).
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Yogurdun, asidofilus eklenmis siitin ve probiyotik bakterilerin farmakolojik
iriinlerinin tliketilmesi, ince bagirsaklara laktozu hidrolize edecek canli bakteri
sagladigindan, laktozdan kaynaklanan rahatsizliklar goriilmez. Fermente iirlinlerde
laktoz, laktik asit bakterileri tarafindan parcalandigindan ve iriinlerde bakterilerin
tirettigi (3-galaktozidaz enziminin bulunmasi nedeniyle fermente gidalarin saglik
tizerine faydalar1 bulunmaktadir. L. bulgaricus ve Streptococcus thermophilus mide
asitligine dayanamaz ve normal bagirsak bakterisi degildirler. Fakat siite gore
yogurtta bulunan laktozun azalmasi, bagirsak rahatsizliklarinin ortaya g¢ikmasini
engeller. Bagirsak bakterileri ve cogunlukla bazi Lactobacillus tiirleri, belirli
kosullarda ince bagirsaklara yerleserek yiyeceklerle alinan laktozu hidrolize ederler

(Gismondo ve Drago, 1999).

2.5.5. Serum kolesterol diizeyinin diisiiriilmesi

Baz1 kan lipidlerinin yiiksek diizeyleri kardiyovaskiiler hastaliklar agisindan risk
faktoriidiir. Birgok arastirmaci laktik kiiltlir igeren siit {iriinleri ve probiyotiklerin
kolesterol diisiiriicii etkileri oldugunu bildirmistir (Murray 1998, Taylor ve Williams
1998, Rolfe 2000). Probiyotik bakterilerin serum kolesteroliinii diisiiriicii etkileri ve
mekanizmasi tam olarak aciklanamamuistir. Probiyotik bakteriler ile iiretilen fermente
slit iriinlerinin veya bu bakterilerin canli hiicrelerinin viicuda alinmasi ile insanlarda

diisiik kolesterol diizeyinin olusmasinin {i¢ faktdrden kaynaklandig bildirilmistir.

- Baz1 bagirsak bakterileri yiyeceklerle alinan kolesterolii metabolize ederek, kana
gecisini azaltmaktadir.

- Bakteriler bagirsaklarda kolesterol onciil maddelerini  veya kolesterolii
azaltmaktadir.

- Baz1 laktobasillerin safra tuzlarini pargalamasiyla safra tuzlarmin karaciger
tarafindan emilmesi engellenmektedir. BOylece safra tuzu absorbe edemeyen
karacigerin, safra tuzu sentezlemek i¢in fazla miktarda serum kolesteroliinii
kullanmas1 sonucunda serumda kolesterol miktar1 azalmaktadir (Vaughan vd.,

1999).
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Rossi vd. (1999) yaptiklar1 ¢alismada E. faecium, L. acidophilus, L. jugurti, S.
salivarius subsp. thermophilus ve L. delbrueckii subsp. bulgaricus’un in vitro
kosullarda kolesterol konsantrasyonunu azaltma ve safra tuzlarnn varliginda
gelisebilme yeteneklerini arastirmislardir. Arastirma sonunda her iki 6zelligin de
calisilan tlirlere bagh olarak degistigi tespit edilmigtir. Ayrica kiiltiirler tekli veya
karisik starterler halinde, kurutulmus peyniralti suyu tozu ile desteklenen soya siitiine
katilarak, fermantasyon sonunda fizikokimyasal ve duyusal degerlendirmeye
alimmusglardir. Degerlendirme sonunda fermente iiriinlerden en begenilenin E. faecium
ile L. jugurti (1:1 oraninda) kombinasyonu kullanilarak yapilan fermente iiriin oldugu

ve bu kiiltiirlerin kolesterolii % 43 oraninda diisiirdiigii tespit edilmistir.

2.5.6. Bagirsak enfeksiyonu ve antibiyotik tedavisinin yan etkilerini 6nleme

Bazi hastaliklarin tedavisi amaciyla kullanilan oral antibiyotik ilaclar da bagirsak
florasinin dengesini bozmakta ve hatta sonucta kolit (kalin bagirsak iltihabi)
olusumuna sebep olabilmektedir. Yogurt tiiketimi, antibiyotik tedavisi nedeni ile
bagirsak florasinda meydana gelen bozulmay: diizelterek antibiyotiklerin bu yan
etkisini ortadan kaldirmaktadir. Antibiyotik tedavisinden sonra, bagirsak sisteminde
dengeli bir sekilde gelismekte olan Lactobacillus tiirleri azalmakta ve kuvvetli
patojen olan Staphylococcus, Pseudomonas, Enterobacteria tirleri, anaerobik spor
olusturan mikroorganizmalar ile maya ve kiifler gibi normalde sayilar1 az olan
mikroorganizmalarin  sayis1 artmaktadir. Bu etkiler yogurt tiiketimi ile

onlenebilmektedir (Jay, 1986; Ray 1996).

Hatakka vd. (2001) arastirmalarinda, giindiiz kreste bakilan ¢ocuklarda uzun siireli
probiyotik siit kullaniminin, ¢ok sik goriilen solunum yollar1 ve gastrointestinal
enfeksiyonlar iizerindeki etkilerini ¢ift kontrollii denemelerle incelemislerdir.
Arastirmalarda elde edilen sonuclara gore L. rhamnosus GG katilarak verilen siitii
tiketen cocuklarda rotavirlisten kaynaklanan diyarenin siddetinin azaldigi,
antibiyotik kullanimindan kaynaklanan diyarenin ise 6nemli dlgiide onlendigi tespit
edilmis, ancak solunum yolu enfeksiyonlarinin énlenmesinde daha az etkili oldugu

belirlenmistir.
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2.5.7. Vitamin iiretimi

Probiyotik bakterilerin bagirsak florasinda yeterli sayida bulunduklarinda, vitamin ve
amino asit sentezledikleri belirtilmistir. Bu bakterilerin iirettigi vitaminlerin en
onemlileri, tiamin (B;), riboflavin (B;), piridoksin (Be) ve naftokinin (K)’dir. B.
bifidum bagirsak florasinda bulundugunda, bagirsaklarda Be vitaminin % 400 arttig1
belirtilmistir (Erkmen, 2000; Kavas, 2000).

2.5.8. Diger faydalan

Bunlarin  disinda  probiyotik  bakterilerin maya enfeksiyonlarin1  azaltma,
bagirsaklarda Ca™ emilimini artirma, hormonal sistemi uyarma, biiyiimeyi aktive
etme gibi bir¢ok faydalar1 vardir (Yilsay ve Kurdal, 2000; Erkmen, 2000). Cizelge

2.2’de probiyotik bakteri ve mayalar ile bu kiiltiirlerle yapilan klinik ¢alismalar

gosterilmistir (Lee ve Salminen, 1995).

Cizelge 2.2. Probiyotik bakteriyel ve maya kiiltiirleri ve bunlarla ilgili klinik ¢aligmalar

Probiyotik Susu Klinik Calisma Sonuglar1

Lactobacillus acidophilus L.C1

Bagisiklik sistemini giiclendirme, bagirsak hiicrelerine
tutunabilme 6zelligi, bagirsakta dengeyi saglayici etki

Lactobacillus acidophilus
NFCO 1748

Radyoterapiye bagli diyareyi Onleyici etki, peklik
sorununda tedavi edici 6zellik

Lactobacillus GG

Antibiyotik kullanimina bagli diyareyi onleyici etki,
rotaviriis kaynakli diyare tedavisinde kullanimi, besin
allerjilerinin tedavisi

Lactobacillus casei Shirota

Bagirsak rahatsizliklarin1  Onleyici etki, bagirsak
sisteminde dengenin saglanmasi, mesane kanserini
onleme

Bifidobacterium bifidum

Rotavirus diyarede tedavi edici etki, bagirsak
florasinda dengenin saglanmasi

Saccharomyces boulardii

Seyahat ishalini onleyici etki
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2.6. Asitlik ve Safra Tuzlarima Direng

Bir mikroorganizmanin probiyotik O6zelliklerini gosterebilmesi i¢in bagirsak
sisteminde ve endiistriyel iglemler sirasinda canli kalmasi gerekmektedir. Agiz yolu
ile alinan probiyotiklerin bagirsak sisteminde fayda saglayabilmeleri i¢in, bagirsaga
ulagsmadan 6nce midenin asit ortamindan (pH 1,5-3,0) canhi olarak gegebilmeleri
gerekmektedir. Bu nedenle probiyotik mikroorganizma seciminde ilk aranmasi
gereken kriter suslarin asit direngleridir (Dunne vd. 1999; Fernandez vd. 2003).
Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirlerinden bazilarinin diisiik pH’ya kars1 direngli
olduklari, ancak bifidobakterlerin laktobasillere kiyasla daha az direngli olduklari

bilinmektedir.

Probiyotik se¢iminde kullanilan diger bir kriter ise suslarin safra tuzlarina direng
ozellikleridir (Lee ve Salminen, 1995). Safra tuzlar kolesteroliin suda ¢oziinebilen
son lrlnidir (Patel vd., 2004). Safra asitleri karacigerde, kolesterolden
sentezlenerek safra kesesine iletilmekte, oradan da konjuge formunda, giinde 500-
700 ml miktarinda ince bagirsaga salgilanmaktadir. Daha sonra safra asitleri kalin
bagirsaga gecip orada mikrobiyel aktivite sonucu tamamen kimyasal degisimlere
(dekonjugasyon, dehidroksilasyon, dehidrojenasyon ve deglukuronidasyon)
ugramaktadir (Dunne vd. 1999). Safra asitlerinin konjuge olan ve olmayan formlari
Ozellikle mikroorganizmalar iizerinde antimikrobiyel etkiye sahiptir. Ancak bu etki
konjuge olmayan formlarda ve Gram pozitif mikroorganizmalarda daha belirgin
olarak ortaya c¢ikmaktadir. Yapilan in vitro ¢alismalarla bifidobakterler ile
laktobasillerin safra tuzlarina direngleri karsilastirildiklarinda bifidobakterlerin daha
direncli olduklar1 ancak direncin tiire bagl olarak degistigi belirtilmektedir (Tahri vd.
1996). Ayrica Patel vd. (2004) tarafindan diisiik pH’da mikroorganizmalarin safra

tuzuna direnglerinin daha az oldugu da belirtilmistir.

Tahri vd. (1997) yaptiklar: diger bir arastirmada degisik bifidobakter tiirlerinin safra
tuzlar1 ve degisik pH’lardaki kolesterol assimilasyonunu incelemisler ve B. breve
ATCC 15700 susunun kolesterolii %51 oraminda asimile edebildigini
belirlemiglerdir. Charteris vd. (1998b) ise Lactobacillus ve Bifidobacterium’un
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probiyotik olabilecek suslarinin bagirsak sisteminden gecis toleranslarini in vitro
olarak inceledikleri arastirmalarinda; gastrik ortamda pH 2’de, sadece bir laktobasil
susunun (L. fermentum KLD) diren¢li oldugunu ancak, ortama siit proteinleri
katilarak yapilan denemede ise L. casei 2123 ve B. infantis 25962 suslarinin %100
gecis toleransi gosterdiklerini belirlemiglerdir.

Prasad vd. (1999) Yeni Zellanda Siitciilik Arastirma Enstitiisii’nde (New Zealand
Dairy Research Institute; NZDRI) bulunan 2000’den fazla laktik asit bakterisi
izerinde bir tarama caligmasi yaparak, probiyotik olabilecek suslari belirlemeye
calismislardir. Aragtirmada on degerlendirmeler sonucu belirlenen 200 adet sus
arasindan, 3 adedi siit iirlinleri, 1 adedi ise insan orjinli olmak {izere 4 adet probiyotik
olabilecek sus secilmistir. Segilen bu suslarin, ticari L. acidophilus LA-1 ve L.
rhamnosus GG suslaria kiyasla diisiik pH ve yliksek safra tuzlarina; insan orijinli
suslarin da siit trtinlerinden izole edilen suglara oranla daha direngli oldugu tespit
edilmistir. Arastirma sonunda secilen bu suslarin gerek klasik gerekse molekiiler
tekniklerle yapilan tanilar1 sonunda L. acidophilus HNO17, B. lactis HN0O19 (DR10),
L. rhamnosus HNOO1 (DR20) ve L. rhamnosus HN067 oldugu belirlenmistir.

Ticari et starter kiiltiirlerinin probiyotik olabilme o6zelliklerinin arastirildigr bir
calismada ise, pH 3’deki direncin tiirlere bagli olarak degistigi belirlenmistir. pH
6’daki %0,3 safra tuzu konsantrasyonunun, direnci belirlemek i¢in yapilan
taramalarda kritik deger olarak kabul edilmistir. Bu ¢alismada L. sake (RM10) ve P.
acidilactici (P2)’nin diisiik pH ve yliksek safra tuzu konsantrasyonlarinda en direngli

suslar oldugu tespit edilmistir (Erkkild ve Petdja, 2000).

Vinderola ve Reinheimer (2003) L. casei ve L. rhamnosus’un asit ortama L.
acidophilus’a gore daha duyarli oldugunu belirlemistir. Mide 6zsuyuna benzeyen
ortamda L. casei ve L. rhamnosus’un hiicre sayisinin 2,7-5,9 logaritmik birim
azaldigini bildirmislerdir. Buna karsin Prasad vd. (1999) ise L. rhamnosus suslarinin

asit ve safra tuzunda L. acidophilus’a gore daha dayanikli oldugunu belirtmislerdir.

Fernandez vd. (2003) bagirsak sivilarina dayanim ag¢isindan L. acidophilus’un L.

gasseri’ye gore daha dayanikli oldugunu, siitiin tim suslarin tim kosullarda canli
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kalmasini tesvik ettigini ifade etmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada L. acidophilus ve L.
gasseri’nin mide pH’sinda (2-2,5) en az 90 dakika canli kalabildiklerini, bu siirenin

bagirsagin aktif bolgelerine ulasmak i¢in yeterli oldugunu belirtmislerdir.

Patel vd. (2004) tarafindan yapilan bir calismada 3 laktobasil susunun safra tuzlarina
direnci incelenmistir. L. reuteri (NCIMB 1195), L. acidophilus (NCIMB 8821) ve L.
plantarum (NCIMB 8826) fosfat-tuz tamponunda pH 7.0’de 4 saat %2 safra tuzu
konsantrasyonuna maruz birakilmistir. Ortama hububat ekstraktlarinin eklenmesiyle
glikoz ve serbest amino azotu konsantrasyonlarindaki artiglar da belirlenmistir. Bu
katkilarin olmamasi durumunda safra tuzlarina en fazla direnci L. reuteri gosterirken,
L. acidophilus en fazla etkilenen suslar olmustur. Hububat ekstraktlarinin eklenmesi
her 3 susun toleransini arttirmistir. Arpa ve bugday ekstraktlarinin canliligi arttiric
etkileri benzer diizeydeyken, malt ekstraktlarinin eklenmesi canlilik iizerinde daha

fazla etkili olmustur.

Vinderola ve Reinheimer (2003)’a gore, safra tuzlarmin varligi probiyotik
organizmalara gore laktik asit bakterileri i¢in daha fazla inhibe edici etkiye sahiptir.
S. thermophilus suslarmin ¢ogu %0,5 safra tuzu ile inhibe olmaktadir. Lactococcus
lactis suslar1 %1 safra tuzuna az ya da c¢ok direngli bulunmustur. L. acidophilus en
iyl gelisimi gosterirken, bunu L. casei, L. rhamnosus ve bifidobakterler takip

etmektedir.

du Toit vd. (1998) ise, domuz diskisindan izole edilen L. reuteri BFE 1058 ve L.
johnsonii BFE 1061’1 safra tuzlarma diren¢li bulmustur. %0,3 (w/v) oxgall
varliginda gelisimin azalma stiresi 10 dakikadan azdir. L. johnsonii BFE 1058, 25
dakikalik gelisim gecikmesiyle safra tuzlarina toleransli kabul edilmistir. Dogal
domuz safras1 oxgall’a kiyasla daha kuvvetli bakterisidal etki gostermistir. Safra
tuzuna tolerans suslarin ince bagirsagin {ist kisimlarinda canliligt ve gelisimi

agisindan onemlidir.
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2.7. Antibiyotik Duyarhhklar:

Dogumdan sonra 20-25 giin icinde normal bagirsak mikroflorasinin ekolojik dengesi
stabil hale gelir. Boylece insanlar hastaliklardan korunur. Organizmadaki mikrobiyel
yapinin ekolojik dengesini etkileyen baslica faktorler; antibiyotikler, stres, beslenme
sekli ve asir1 temizliktir. Antibiyotik kullanimi faydali bagirsak mikroflorasini
olumsuz yonde etkiler ve normal mikrofloranin olusturdugu ekosistemin dengesinde
degisikliklere yol agar. 40 yildan uzun bir siliredir antibiyotikler insanlarin,
hayvanlarin  ve tarimsal bitkilerin enfeksiydz hastaliklarinin  tedavisinde
kullanilmaktadir. Diinya ¢apinda antibiyotik kullaniminin baslica sonucu enfeksiy6z
hastaliklarin tedavisinde bu maddelerin etkenligini kisitlayan, direngli bakteriyel
suslarin ortaya c¢ikmasi olmustur. Benzer direng genlerinin farkli cinslerden
bakteriler arasinda ve farkli ekolojik nigelerde yasayan bakterilerde belirlenmesi
direnglilik determinantinin mikrobiyel dagilimindaki karmasikligi gostermektedir.
Baslangicta bir iilkede veya cografik bolgede goriilen direngli suslar yer
degistirmekte ve daha sonra bagka iilkelerde ve olduk¢a uzaktaki yerlerde
goriilmektedir. Modern hayvan yetistiriciliginde antibiyotikler sadece bagirsak
sistemindeki hastaliklara karsi tedavi edici olarak kullanilmakla kalmamakta, geng
hayvanlarda gelisimin tesvik edilmesi amaciyla da kullanilmaktadir. Direngli formlar
geng hayvanlarin geligsimini tesvik etmek amaciyla tedavi edici dozdan az miktarda

antibiyotik verilmesi sonucunda da meydana gelmektedir (Levy, 1987).

Boylece antibiyotiklerin etkisini dnemli 6l¢iide azaltan patojen mikroorganizmalarin
direngli formlar1 besin zinciri aracilifiyla gidalardan insan sindirim sistemine
aktarilabilmektedir (Klein, 2003). Bu sebeple mikrobiyel enfeksiyonlarin tedavisinde

ciddi sorunlar yaganmaktadir.

Bakterilerde antibiyotik direnci yapisal olabilecegi gibi sonradan da kazanilabilir.
Yapisal direnglilik dogal bir olusumdur ve tiir 6zelligi olarak ortaya g¢ikar. Ancak
kazanilmis dayaniklilik genetik mutasyon ve diger bakterilerden DNA aktarimiyla

meydana gelebilir (Saarella vd., 2000).
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Tek bir antibiyotige diren¢ sorun yaratmazken, ¢esitli antibiyotiklere direng tedaviyi
imkansizlastirmakta ve dliimlerin artmasina neden olmaktadir. Elde edilen bulgular,
tek bir antibiyotigin uzun siire kullanilmasimin, yapisal olarak farkli diger
antibiyotiklere direngli bakterilerin dogal seleksiyonuna yol acabilecegini
gostermistir. Pek ¢ok Ornekte tek bir antibiyotige direng; daha kiiclik, konjugatif
olmayan plazmidlerde belirlenirken, coklu antibiyotik direncinin daha biiyiik ve daha

fazla aktarilabilen plazmidlerde yer aldig1 gézlenmistir.

Yapilan c¢esitli ¢alismalarda E. coli ve S. aureus gibi enfeksiyoz etkenlerin
aktarilabilir ¢oklu diren¢ plazmidlerine sahip oldugu belirlenmistir. Bagirsak
florasinin dogal iiyelerinden olan ve probiyotik kiiltiirlerin iiretiminde kullanilan
Lactobacillus ve Bifidobacter suglari ise GRAS (giivenle kullanilabilir) olarak kabul
edildiginden antibiyotik direnglilikleri ve virulans 6zelliklerinin incelenmesi gozardi

edilebilmektedir.

Probiyotik kiiltiirlerde yaygin olarak bulunan laktobasiller tedavi amagl kullanilan
antibiyotiklerin pek ¢oguna dogal olarak direng gosterebilmektedir. Fakat antibiyotik
direngliliginin aktarimimin ¢ok yaygin bir 6zellik olmadigi belirlenmistir (Nicas

vd.,1989; Svensson vd., 1990; Charteris vd., 1998b; Saarela vd., 2000).

Antibiyotik  direngliliginin mikroorganizmalar arasinda aktarimi; konjugatif
plazmidler, transpozonlar, integron ve insersiyon elementlerinin yani sira litik ve
ilimli  bakteriyofajlar aracihiiyla gerceklestirilmektedir. Antibiyotik direng
mekanizmalari, antibiyotiklerin enzimatik inaktivasyonu (6rnegin; B-laktamazlar,
aminoglikozidler, transpozonlar, aminoglikozid, asetil-niikleotidil- ve fosforil-
transferazlar), antibiyotiklerin hiicre igerisine almiminin sinirlanmasi (6rnegin;
penisilin baglayan proteinler), antibiyotiklerin hiicre disina ¢ikarilmasi ya da hedefin
degistirilmesi (23S rRNA’nin metilizasyonu), topoizomerazlarin amino asit dizisinin

mutasyonu seklindedir (Davies 1997; Teuber vd., 1999).

1950’lerin sonundan 1980’lere kadar siit starter kiiltiir bakterilerinin antibiyotik

duyarhiliklar1 ve duyarliliga etki eden faktorler iizerinde ¢aligmalar yapilmistir.
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Reinbold ve Reddy (1974), mezofilik laktik streptokoklar, enterokoklar,
laktobasiller, 10ykonostok, stafilokoklarin yani sira siit ve gidalarda bulunan diger
bakterileri iceren 42 farkli izolatin 30 adet antibiyotik ve antimikrobiyel etkene
duyarliliklarini incelemislerdir. Yaptiklari calismada besiyeri olarak Elliker laktik
agar kullanmiglar ve mikroorganizmalar1 optimum gelisme sicakliklar1 ve siirelerine
gbre inkiibe etmiglerdir. Calismada coklu ticari duyarlilik diskleri kullanilmastir.
Calisma sonucunda S. thermophilus disinda kullanilan mikroorganizmalarin hemen
hemen hepsinin 8 farkli sulfonamide kesin direng gosterdigi tespit edilmistir. Starter
kiltir olarak kullanilan streptokoklarin ¢ogunun ve L. bulgaricus’un mastitis
kontroliinde kullanilan 16 antibiyotige ve antimikrobiyel etkene duyarli oldugu
belirlenmistir. L. dextranicum, S. faecalis, S. durans ve Brevibacterium linens
suslarinin ise kullanilan antibiyotiklere orta duyarlilikta oldugu belirlenmistir. Siitteki

antibiyotik kalintilar starter kiiltiirlerin asitligi gelistirmesine mani olmaktadir.

Sinha (1984), laktik streptokoklarin antibiyotik direngliligi {lizerine fosfatlarla
tamponlanmig besiyerlerinin  etkisi lizerine yaptigi ¢alismasinda; laktik
streptokoklarda aminoglikozid antibiyotiklere direng artarken, eritromisin, penisilin,

tetrasikline duyarliliginin arttig1 belirlenmistir.

Larsen ve Anon (1989), gliserol, glikoz veya siikroz ilave edilmis, su aktivitesi
0.943-0.992’¢ ayarlanmis olan, penisilin ve gentamisin bulunan siitlerde S.
thermophilus ve L. bulgaricus’un asit olusturma o6zelligini incelemiglerdir. S.
thermophilus ATCC 19258 ve CRL 10 suslarinin bulundugu ortamda su aktivitesi
gliserol ile 0,92’den 0,95’¢ diistirtildiigiinde ve L. bulgaricus ATCC 11842 bulunan
ortamda ise 0,992’den 0,985’e dogru degistirildiginde penisiline direnglerinin arttig1
belirlenmistir. L. bulgaricus CRL 420 susunda, diisiik su aktivitesinde tiim penisilin
konsantrasyonlarinda diisiik asit tiretimi gozlenmistir. S. thermophilus CRL 410’un
penisiline duyarliligi su aktivitesi glikoz ile ayarlandiginda artmuis, siikroz kullanimi1
ile asit tiretimi 0,985 su aktivitesinde kontrol degeri olan 0,992 su aktivitesine gore

daha yiiksek bulunmustur.
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Antibiyotik  duyarhiligimin  incelenmesinde ¢esitli teknikler kullanildigindan
sonuclarin karsilastirilmasi her zaman miimkiin olmamaktadir. Laktobasiller arasinda
antibiyotik direngliligi et iirlinlerinin yam1 sira insan ve hayvan mide bagirsak

sisteminden izole edilen suslarda da belirlenmistir.

Yokokuro ve Mutai (1976), yaptiklar1 ¢alismada insan diskisindan izole edilen 45
adet L. fermentum susunda penisilin direncinin minimum inhibe edici
konsantrasyonunun (MIC) sadece 2 izolatta 17 ve 13 U/ml oldugunu, diger
izolatlarin ise 0,03-0,44 U/ml konsantrasyonda inhibisyon gdsterdiklerini tespit

etmislerdir.

Sénmez vd., (1999), tavuk bagirsaklarindan izole ettikleri 3 adet L. acidophilus, 5
adet L. agilis, 2 adet L. animalis, 2 adet L. brevis, 2 adet L. coryneformis subsp.
torquens, 9 adet L. fermentum ve 17 adet L. plantarum olmak iizere toplam 40
izolatin antibiyotik direngliliklerini incelemislerdir. Calisma sonucunda laktobasil
suslariin penisilin grubu antibiyotiklerden amoksisilin, ampisilin ve karbenisiline
%100, penisiline %97.5, oksasiline %70, metisiline %35 oraninda duyarl olduklarini
tespit etmislerdir. Buna karsin, kloramfenikol %92.5, tetrasiklin %85, makrolidlerden
eritromisin %85 ve rifampisin %82.5 degerleriyle laktobasillere yiiksek diizeyde
etkili diger antibiyotikleri olusturmuslardir. Ancak aminoglikozidlere (kanamisin,
gentamisin, neomisin, streptomisin) karst suslarin  %50’den fazlasi direng
gostermistir. Linkomisin, nistatin, spektinomisin ve peptid grubu antibiyotiklerden
basitrasine direngli suslarin orani ise %60-90 arasinda degismistir. Yine peptid grubu

antibiyotiklerden polimiksin B’ye kars1 suglarin %100’i direngli bulunmustur.

2.8. Endiistriyel Acidan Probiyotikler

Endiistriyel acidan probiyotik kiiltiirler; istenen reolojik, organoleptik 6zelliklere ve
tekstlire sahip olan probiyotik siit iiriinlerinin hazirlanmasindaki etkileri ve bu
tiriinlerde canli kalma siireleri agisindan degerlendirilmektedir. Giivenli oldugu
bilinen ve probiyotik 6zellige sahip olan suslarin sec¢imi, inokiilasyonu, inkiibasyon

kosullari, mikroorganizmalar arasi iligkiler, iirlinlerin muhafazasi siiresince bakteri
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suslarinin canli kalmasi ve probiyotik {riinlerin insan saghgi iizerindeki etkileri,

tiretim agisindan onemli kriterlerdir.

Yapilan ¢aligmalarda pek ¢ok probiyotik mikroorganizmanin siitte gelisiminin zay1if
oldugu ve son iirinde canli kalamadigi belirlenmistir. Asit gelisimini hizlandirmak
amaciyla probiyotikler geleneksel starter kiiltiirlerle birlikte kullanilabilmektedir.
Siitte gelisen tiirler, genellikle klasik yontemlerle yapilan iirlinlerden daha farkli bir
fermente {riin tadi meydana getirirler. Endiistriyel alanda probiyotik
mikroorganizmalarin kullaniminda nasil basarili olunacag: iizerine bilgiler artmistir.
Bu deneyimlerin ¢ogu L. acidophilus, B. adolescentis, B. bifidum, B. infantis ve B.

longum ile yapilan ¢alismalar sonucu elde edilmistir.

Bifidobakteriler obligat anaerob ve laktobasiller mikroaerofilik
mikroorganizmalardir. Cesitli bifidobakteri tiirlerinin farkli oksijen istegine sahip
oldugu gozlenmistir. Siit isletmelerinde probiyotik bakterileri ilave etmeden Once
stitte bulunan oksijenin uzaklastirilmas: bifidobakteri ve L. acidophilus un birlikte
gelismelerini saglar. Uriiniin oksijen gecirgenligi olmayan bir ambalaj materyaliyle
paketlenmesi de bifidobakterinin, {iriiniin rafta bekledigi siire i¢inde canli kalmasini

saglar. Ambalaj materyali laktobasiller i¢in de 6nemlidir.

Siitiin bilesimi ve sicakligi starter kiiltlirlerin ve probiyotik suslarin geligimi igin
onemlidir. Kazein miktari, hidrolize olmus peynir suyu proteinleri, maya ekstrakti,
glikoz, vitaminler ve mineraller probiyotik suslarin canliligimi ve gelismelerini
etkileyip, iiriin tekstiiriinii iyilestirebilir. Protein miktarindaki artis fermente siitlerde
pH’y1 diisiiriir ve depolama sirasinda pH degisimlerini engeller. Boylece probiyotik
hiicrelerin canli kalma stirelerini arttirir. Pek cok bifidobakteri tiirii diger bagirsak
bakterileri tarafindan kullanilmayan laktoz, polisakkaritler ve oligosakkaritleri
kullanir. Bu bilesenler bazen probiyotiklerin ve sindirim sistemindeki
bifidobakterilerin bagirsakta yasayabilen tiirlerinin gelisimini arttirmak i¢in iirline
ilave edilir. Siitte bulunan antimikrobiyal maddeler, deterjan kalintilar,
dezenfektanlar ve bakteriyofajlar probiyotik mikroorganizmalarin ve kullanilan

biitiin starter kiiltiirlerin gelismesini engeller.
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Farkli bakteri suslar1 arasindaki gelisme ozellikleri ve canliliklarini koruyabilme
ozellikleri degisiktir. Probiyotik ve dogal starter kiiltlirlerin kullanilmasinda bu
ozellikler 6nemlidir. Bu yiizden {iriinlerde karisik suslar kullanilirken bu 6zelliklere
dikkat edilmelidir. Genel olarak, laktobasiller daha yiiksek oksijen toleransina ve
diisiitk pH’da gelisebilme 6zelliklerine bagl olarak bifidobakterlerden daha uzun siire
canli kalirlar. Farkli bifidobakter suslarinin karsilastirilmasi sonucu B. longum’un
siitte daha kolay gelistigi ve diger bifidobakter’ler kadar oksijene duyarli olmadigi
tespit edilmistir. B. longum’un safra tuzlarina toleranshi oldugu yapilan c¢aligmalar
sonucu bulunmustur. B. animalis fermente siit lirlinlerinde iyi gelistigi i¢in “bifidus”
tirlinlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu suslar insan orijinli degildir. Baz1
bifidobakteri tiirleri son {riinlerde litrede 0.4 g’dan fazla asetik asit iretirler.
Bifidobakterilerin asetik asitin {iretimi ortama L. acidophilus’un katilmasiyla
arttirilabilir. L. acidophilus, B. bifidum’™un geligimini tesvik etmektedir (Yaygin ve
Kilig, 1993; Svensson, 1999; Basyigit, 2002).

Siitten daha yararli olmalarindan dolay1 probiyotik tiirlerin kullanimina artan bir ilgi
vardir. Probiyotik bakterinin aktivitesi ve gelismesi i¢in gerekli kosullarin bilinmesi,
liretim asamasinda uygun yontemlerle ihtiya¢ duyulan bu {iriinlerin iiretilmesini
kolaylastirmistir (Basyigit, 2002). B. longum’un bifidogenik faktorlerle Cottage ve
Edam peynirinde kullanilmasi, B. longum ve B. infantis ile Cottage peynirine
yumusak yapinin kazandirilmasi lizerine ¢alismalar yapilmistir. Soya siitiiniin laktik
asit bakterileri ve bifidobakterler ile fermantasyonu iizerine c¢alismalar da
bulunmaktadir (Svensson, 1999). Basyigit vd. (2003), tarafindan laktik asit
bakterilerinin depolama sirasindaki canli kalabilme 0Ozelliklerinin belirlenmesi
amactyla yapilan bir arastirmada 10" diizeyindeki karisik suslu probiyotik kiiltiir ile
yapilan dondurmada, probiyotik kiiltiiriin -20°C’de 2 ay boyunca canlihigini devam

ettirdigi tespit edilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Gastrit ve non-spesifik gastrit rahatsizlig1 bulunan 21 bireyden alinan gastrik biyopsi
ve diski Ornekleri ile 13 saglikli bireyden saglanan digki Ornekleri izolasyon
materyali olarak kullanilmustir. Gastrik biyopsi 6rnekleri S.D.U. Arastirma ve
Uygulama Hastanesi I¢ Hastaliklar1 Ana Bilim Dali’nda, Prof. Dr. Mehmet ISLER
ve ekibi tarafindan alinmistir. Cizelge 3.1°de izolasyon 6rnegi alinan bireylerin yas

gruplarina ve cinsiyetlerine gére dagilimi verilmistir.

Cizelge 3.1. izolasyon &rnegi alinan bireylerin yas gruplarina ve cinsiyetlerine gére dagilimi

YASLAR CINSIYET

Gruplar <40 Yas 40-55 Yas >55 Yas Kadin Erkek

(A) (B) ©
Hasta 6 8 7 12 9
Kontrol 7 6 10 3

Bireylerin 13’1 40 yas alti gruptan, 14°i 40-55 yas grubundan 7’si ise 55-70 yas
grubundan sec¢ilmistir. 40 yasin alt1 A , 40-55 yas aras1 B ve 55 yagin iistii ise C harfi
ile gosterilmistir. Kontrol grubu bireyleri son 1 ay iginde antibiyotik, son 15 giin
icinde agn kesici ilag kullanmamis ve kronik bir rahatsizligi olmayanlar arasindan
secilmigtir. 55-70 yas grubunda saglikli bireylere ulagilamamasi nedeniyle kontrol

grubunda bu yas grubu temsil edilmemistir.

Bagirsak florasinin ayrimi, tanist ve izolatlarin antibiyotik duyarliliklarinin
belirlenmesinde 6zel besiyerleri ve antibiyotik disklerinden (Oxoid) yararlanilmistir.

Kullanilan antibiyotikler ve konsantrasyonlar1 Cizelge 3.2’de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Kullanilan antibiyotikler ve konsantrasyonlar1

Antibiyotik Konsantrasyon Kisaltma
Amoxycillin 10 pg AML
Amoxycillin-clavulanic acid 30 ug AMC
Bacitracin 10 IU B
Carbenicillin 100 pg CAR
Cephalothin 30 ug KF
Chloramphenicol 30 ug C
Clindamycin 2 ug DA
Nystatin 100 TU NS
Ofloxacin Sug OFX
Polymyxin 300 IU PB
Streptomycin 10 ng S
Vancomycin 30 ug Va
3. 2. Metod

3.2.1. Orneklerin izolasyon i¢in hazirlanmasi

3.2.1.1. Gastrik biyopsi orneklerinin izolasyon i¢in hazirlanmasi

Endoskopi sirasinda alinan gastrik biyopsi ornekleri, steril sartlarda 1 ml
fizyolojik tuzlu su igerisine aktarilmis ve sterilize edilmis homojenizator (LG-1064

Tissue Grander, Glass Pestle) kullanilarak homojenize edilmistir (Kontula vd., 2000).

3.2.1.2. Gayta orneklerinin izolasyon i¢in hazirlanmasi
Darasi tartilmig steril gayta kaplarinda laboratuvara getirilen gayta 6rnekleri tartilip,

steril fizyolojik tuzlu su ile 1/10 oraninda seyreltilmis ve steril cam baget ile

homojenize edilmistir.
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3.2.2. izolasyon

Gayta 6rneklerinden 107ye kadar steril fizyolojik tuzlu su (FTS) ile seri diliisyonlar
hazirlanmistir. Hazirlanan 10°., 10°. vel0™. dilisyonlardan 0,1’er ml alinarak
de Man Rogasa Sharp agar (MRS, Merck) besiyerine yayma kiiltiir yontemi ile ekim
yapilmistir.

Gastrik biyopsi Orneklerinden ise 10'2’ye kadar diliisyon hazirlanmigtir. Hazirlanan
diliisyonlardan aseptik kosullarda MRS agar besiyerine yayma kiiltiir yontemi ile
ekim yapilmistir. Ekim yapilmis olan Petri kutular1 anaerobik kosullarda, anaerob jar
icerisinde Oxoid Anaero Gen compact kullanilarak 37°C’de 48 saat inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonunda izolatlarmn koloni morfolojisi, Gram reaksiyonlari ve
katalaz aktiviteleri incelenmistir (Erkkild ve Petdja, 2000).  Sporsuz, Gram pozitif,
kok ve ¢ubuk sekilli, katalaz reaksiyonu negatif olan kolonilerin saf kiiltiirleri elde
edilip, stoklanmistir (deMan vd., 1960; Aslim, 1994; Thornton, 1996; Hartemink vd.,
1997; Sonmez vd., 1999).

3.2.2.1. Preparatlarin fotograflariin cekilmesi

Gram boyama sonrasinda hazirlanan preparatlardan basil, kok ve bifidobakterlerin
tipik mikroskobik goriintiisiine sahip olanlarin fotograflari S.D.U. Deneysel ve
Gozlemsel Ogrenci Arastirma Merkezi’nde 151k mikroskobu (Nikon, Eclipse 600)

kullanilarak ¢ekilmistir.

3.2.2.2. izolasyonda kullamlan besiyerleri

Gayta oOrneklerinden laktobosilerin izolasyonu i¢in MRS agar, bakterilerin
aktiflestirilmesi i¢in ise MRS siv1 besiyeri kullanilmistir. Anerobik, mikroaerofilik
olan laktobasillerin hava ile temasini engellemek icin hazirlanan (% 0,05 sistein-HCI
iceren MRS s1v1 besiyerinin lizerine 0,5 ml siv1 parafin ilave edilmistir (deMan vd.,
1960; Aslim, 1994; Manero ve Blanch, 1999; Kontula vd., 2000; Temmerman vd.,
2003).
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MRS Siv1 Besiyeri

Pepton 10.0 g
Maya ekstrakti 50¢g
Et ekstrakti 100 g
D-Glikoz 200¢g
Sodyum asetat 3H,0 50g
Dipotasyum hidrojen fosfat 2.0 g
Magnezyum siilfat 7H,0 02¢g
Manganez siilfat 4H,0 0.05¢g
Tween 80 1 ml
Triamonyum sitrat 20¢g
Destile su 1000 ml

pH 6.2 + 0.2°ye ayarlanip, 5’er ml’lik hacimler halinde tliplere dagitilmistir. Besiyeri
iceren tiipler 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. MRS sivi besiyerine %1.5 agar

ilave edilerek MRS agar hazirlanmigstir.

3.2.2.3. Saf kiiltiirlerin muhafaza edilmesi

Saf kiiltiirlerin muhafaza edilmesinde % 10’luk Crosley Milk Medium (Oxoid)
kullanilmistir. Crossley Milk Medium besiyeri 3’ er ml’lik hacimler halinde tiiplere
dagitilmis, ilizerine sivi parafin eklenerek 121°C’de 5 dakika siireyle sterilize
edilmistir. Daha sonra MRS siv1 besiyerinde aktiflestirilmis kiiltiirlerden tiiplere % 1
oraninda inokiile edilerek 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Besiyeri rengi maviden
yesile dondiigii zaman inkiibasyona son verilerek, karistirilan kiiltiirler aseptik
kosullarda eppendorf tiiplerine alinmis ve -80°C’de muhafaza edilmistir (Cakir,
1996 ; Manero ve Blanch, 1999).

3.2.2.4. Probiyotik olabilme ozelliginin belirlenmesi
Probiyotik olarak kullanilacak suslarin belirlenmesi amaciyla diisiik pH (pH 3,5) ve

safra tuzuna dayaniklilik testleri yapilmstir.
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3.2.3.1. Diisiik pH’ya (pH 3,5) dayamkhhk testi

Sterilize edildikten sonra pH’s1 3,5’e ayarlanan steril MRS siv1 besiyeri aseptik
kosullarda steril spektrofotometre tiiplerine 5’er ml olacak sekilde dagitilmistir.
MRS siv1 besiyerinde 18 saatte gelistirilen taze kiiltiirlerin pH’lar1 6l¢iilmiis ve %1
oraninda pH’s1 3,5’e¢ ayarlanmig MRS si1vi besiyerine inokiilasyon yapilmistir. Bu
kiiltiirler 37°C’de 3 saat inkiibe edilmis ve inkiibasyonun 0., 30., 60., 90., 120., 150.
ve 180. dakikalarinda spektrofotometrede (Spectronic 20D) 650 nm dalga boyunda
optik  yogunluklarindaki degisim tespit edilmistir. Ayrica inkiibasyonun
baslangicinda ve sonunda pH 3,5’deki kiiltiirlerden 1’er ml alinarak, 9 ml steril
fizyolojik tuzlu su ile 10°’ya kadar seri diliisyonlar1 hazirlanmis ve 10, 107, 10™ ve
107, diliisyonlardan MRS Agara damla kiiltiir yontemiyle ekim yapilmustir. Bu petri
kutular1 37°C’de 48 saat inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon sonunda MRS Agar
tizerinde gelisen koloniler sayilmistir (Prasad vd., 1999; Erkkild ve Petdja, 2000;
Xanthopoulus vd., 2000).

3.2.3.2. Safra tuzuna dayamkhhk testi

%0,3 safra tuzu (Oxoid) iceren steril MRS s1v1 besiyerine 18 saatlik taze kiiltiirlerden
%]1 oraninda inokiile edilmistir. 37°C’de 3 saat boyunca inkiibe edilmis ve
baslangigtan itibaren her yarim saatte bir, spektrofotometrede 650 nm dalga boyunda
optik yogunluklarindaki degisim tespit edilmistir. Ayrica diisiik pH’ya dayaniklilik
testinde oldugu gibi 3 saatlik inkiibasyonun baslangicinda ve sonunda kiiltiirlerden
1’er ml alinarak 10'6’ya kadar seri diliisyonlar1 hazirlanmig ve 10° , 10° s 10 , 10° ,
diliisyonlardan MRS agara damla kiiltiir yontemiyle ekim yapilmigtir. 37°C’de 48
saatlik inkiibasyondan sonra MRS agar iizerinde gelisen koloniler sayilmistir (Prasad

vd., 1999; Erkkild ve Petijd, 2000; Xanthopoulus vd., 2000).

3.2.4. Laktobasillerin tanisi

Izole edilen tiim laktobasil suslarimin diisiik pH’ya ve safra tuzuna dayaniklilik
testleri yapildiktan sonra, izolatlarin tanimlama testleri yapilmistir. Klasik

tanimlamada; glikozdan gaz olusturma, arjininden amonyak olusturma, 15°C ve
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45°C’de gelisme testleri yapilmustir. Ayrica arabinoz, friiktoz, galaktoz, ksiloz,
laktoz, maltoz, mannitol, mannoz, melezitoz, melibioz, rafinoz, ramnoz, riboz,
sellobioz, sorbitol, siikkroz ve trehalozun karbon kaynagi olarak kullanimi testleri
uygulanmistir (deMan vd., 1960; Aslim, 1994; Thornton, 1996; Bogovic ve Rogelj,
1998; Sonmez vd., 1999).

3.2.4.1. Glikozdan gaz olusturma

Izole edilen laktobasillerin glikozdan gaz olusturma oOzelliklerinin belirlenmesi
amaciyla durham tiipleri igceren MRS siv1 besiyeri kullanilmistir (Schillinger ve
Liicke, 1987). Steril besiyerine aseptik kosullarda taze kiiltiirden % 1 diizeyinde
inokiilasyon yapilmig ve 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmigtir. Siire sonunda
durham tiipleri icinde gaz olusumu incelenmistir (Harrigan ve Mc Cance, 1966;

Kandler ve Weiss, 1986).

3.2.4.2. Arjininden amonyak olusturma

Arjininden amonyak olusturma yeteneginin saptanmasinda Arjinin MRS siv1 besiyeri
kullanilmistir. MRS s1v1 besiyerine % 0.3 oraninda L-arjinin monohidroklorit ilave
edilmis, 5’er ml besiyeri tiiplere dagitildiktan sonra 121°C’de 15 dakika sterilize
edilmistir. Arjinin MRS siv1 besiyerine aseptik kosullarda aktif kiiltiirlerden %1
oraninda inokiilasyon yapildiktan sonra, 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

Bu siirenin sonunda Nessler reaktifi kullanilarak renk degisimi incelenmistir.

Nessler Reaktifi
Potasyum iyodiir 70 g
Civa iyodiir 100 g

Potasyum hidroksit 100 g
Destile su 1000 ml

Arjinin MRS siv1 besiyerinde gelistirilmis 24 saatlik kiiltiirlerden beyaz bir zemin
lizerine bir miktar (1ml veya 1 6ze dolusu) aktarilmistir. Uzerine ayni miktar Nessler

reaktifi ilave edilmistir. Renk kirmizi-turuncuya doniismiisse reaksiyon pozitif, renk
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limon saris1 olmussa reaksiyon negatif olarak degerlendirilmistir (Harrigan ve

McCance, 1966; Kandler ve Weiss, 1986; Cakir, 1996; Sonmez vd., 1999).
3.2.4.3. 15°C ve 45°C’de gelisme

Aktif kiiltiirlerden steril MRS s1v1 besiyerine %1 oraninda inokiilasyon yapilmis ve
15°C ve 45°C’de 48 saat inkiibe edilmistir Siire sonunda MRS sivi besiyerinde
bulaniklik olusumuna gore degerlendirme yapilmistir. Bulaniklik gdriilen tiipler (+),
goriilmeyenler ise (-) olarak degerlendirilmigtir (Harrigan ve McCance, 1966;
Kandler ve Weiss, 1986; Schillinger ve Liicke, 1987; Cakir, 1996; Sonmez vd.,
1999).

3.2.4.4. Karbonhidrat fermantasyon testleri

MRS sivi besiyerinden D-glikoz ve et ekstrakti cikarilarak temel besiyeri
hazirlanmistir.  Besiyeri bilesimine sterilizasyondan once 9%0.004 oraninda
klorofenolred indikatorii ilave edilmis, besiyeri tiiplere 5’er ml dagitildiktan sonra
121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Testi yapilacak karbonhidratlarin (arabinoz,
frikktoz, galaktoz, ksiloz, laktoz, maltoz, mannitol, mannoz, melibioz, rafinoz,
ramnoz, riboz, sellebiyoz, sorbitol, siikroz ve trehaloz) %10’luk c¢ozeltisi
hazirlanmis, tindalizasyondan sonra son konsantrasyon %2 olacak sekilde besiyerine
ilave edilmistir. Hazirlanan besiyerine aktif kiiltlirlerden %1 oraninda inokiilasyon
yapilarak 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
tiiplerdeki renk degisimi incelenmistir (Harrigan ve McCance, 1966; Kandler ve

Weiss, 1986; Schillinger ve Liicke, 1987; Cakir, 1996; Sonmez vd., 1999).

3.2.5. Enterokoklarin tamsi

Izotlarin diisik pH’ya ve safra tuzuna dayaniklilk testleri yapildiktan sonra
enterokoklarin tanisi igin gerekli testler yapilmistir (Cowan ve Steel, 1966;, Harrigan
ve McCance, 1966; Tunail ve Kogker, 1986; Holt vd., 1994; Salminen ve Wright,
1998; Durlu-Ozkaya, 2001).
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3.2.5.1. 10°C ve 45°C’de gelisme

Aktif kiiltiirlerden steril MRS s1vi besiyerine %1 oraninda inokiilasyon yapilarak
10°C’de ve 45°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmis ve bu siirenin sonunda olusan
bulaniklik dikkate alinarak degerlendirme yapilmistir (Sandine vd., 1962; Cowan ve
Steel, 1966;, Harrigan ve McCance, 1966; Tunail ve Kosker, 1986; Holt vd., 1994;
Salminen ve Wright, 1998; Durlu-Ozkaya, 2001).

3.2.5.2. pH 9.6’da gelisme

Bu test icin Glikoz Fenol Fitaleyn sivi besiyeri hazirlanmistir. 5’er ml steril besiyeri
iceren tiiplere aktif kiiltiirden %1 oraninda inokiilasyon yapilmis ve 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Pembe besiyeri renginin agik sariya doniismesi ve olusan
bulanikliga gore degerlendirme yapilmistir (Sandine vd., 1962; Cowan ve Steel,
1966;, Harrigan ve McCance, 1966; Tunail ve Kosker, 1986;  Holt vd., 1994;
Salminen ve Wright, 1998; Durlu-()zkaya, 2001).

Glikoz Fenol Fitaleyn Si1vi Besiyeri

Nutrient broth 425 ml
%20’lik glikoz ¢ozeltisi 25 ml
Glisin tampon ¢ozeltisi 50 ml

%0.2°1ik fenol fitaleyn ¢ozeltisi 25 ml

Glisin tampon ¢ozeltisi 0.6 g glisin (glikokol) ve 0.35 g NaCI 60 ml suda ¢oziinmiis
ve 0.1 N NaOH ile 100 ml’ye tamamlanarak hazirlanmistir. %20’lik glikoz ¢ozeltisi
digindaki maddeler ayr1 ayr1 121°C’de 15 dakika sterilize edilmis, glikoz ise steril
filtreden gegirilerek sterilize edilmistir. Sterilizasyondan sonra glikoz besiyerine
ilave edilmis ve pH 9,6’ya ayarlanmistir. Daha sonra aseptik kosullarda 5’er ml
olacak sekilde steril tiiplere dagitilmistir (Sandine vd., 1962; Cowan ve Steel, 1966;,
Harrigan ve McCance, 1966; Tunail ve Kdsker, 1986; Holt vd., 1994; Salminen ve
Wright, 1998; Durlu-Ozkaya, 2001).
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3.2.5.3. %6.5 NaCI’de iireme

%6,5 NaCI’de iireme testi i¢in Yeast Glikoz Lemko sivi besiyeri kullanilmistir. Bu
besiyerinden 5’er ml igeren tiiplere aktif kiiltlirden %1 oraninda inokiilasyon
yapilmis, 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmis ve ilireme, gelisen bulaniklik
dikkate alinarak degerlendirilmistir (Sandine vd., 1962; Cowan ve Steel, 1966;
Harrigan ve McCance, 1966; Tunail ve Kdsker, 1986; Holt vd., 1994; Salminen ve
Wright, 1998; Durlu-Ozkaya, 2001).

Yeast Glikoz Lemko Sivi Besiyeri

Pepton 10 g
Lab-lemko et ekstrakti 10 g
D-Glikoz 5¢g
Maya ekstrakti 3g
Destile su 1000 ml

Yukarida verilen bilesime %6.5 olacak sekilde NaCl ilave edildikten sonra pH 7,0’ye
ayarlanmis ve besiyeri 5’er ml olacak sekilde tiiplere dagitildiktan sonra 121°C’de 15

dakika sterilize edilmistir.

3.2.5.4. %0.1 metilen mavisi indirgeme testi

Steril %0.1 metilen mavisi iceren skim milk (%10) besiyerine aktif kiiltiirden %1
oraninda inokiilasyon yapildiktan sonra 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon sonucu mavi rengin beyaza doniisiimii ve piht1 olusumu esas alarak
sonuclar degerlendirilmistir (Sandine vd., 1962; Cowan ve Steel, 1966;, Harrigan ve
McCance, 1966; Tunail ve Kdsker, 1986; Holt vd., 1994; Salminen ve Wright, 1998;
Durlu-Ozkaya, 2001).

Metilen Mavisi Igeren Skim Milk Besiyeri: %10’luk skim milk besiyeri hazirlanarak,
121°C’de 5 dakika sterilize edilmistir. %]1°lik steril metilen mavisi hazirlanarak,

sterilize edilmis ve son konsantrasyon %0.1 olacak sekilde steril skim milk
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besiyerine ilave edilmistir. Bu sekilde hazirlanan besiyeri aseptik kosullar altinda

steril tliplere boliinmiis ve sterilite kontroliinden sonra kullanilmistir.

3.2.5.5. Seker fermantasyon testleri

MRS sivi besiyerinden D-glikoz ve et eksrakti ¢ikarilarak temel besiyeri
hazirlanmistir. Besiyeri bilesimine sterilizasyondan once 9%0.004 oraninda
klorofenolred indikatorii ilave edilmis, besiyeri tliplere 5’er ml dagitildiktan sonra
121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Testi yapilacak karbonhidratlarin (arabinoz,
ksiloz, laktoz, mannitol, melibioz, rafinoz, ramnoz, sorbitol, siikroz ve trehaloz)
%10’luk ¢ozeltisi hazirlanmis tindalizasyondan sonra son konsantrasyon %2 olacak
sekilde besiyerine ilave edilmistir. Hazirlanan besiyerine aktif kiiltlirlerden %1
oraninda inokiilasyon yapilmig iireme sonucu rengin sart olmasi, asit olusumunu ve
reaksiyonun pozitif oldugunu gostermistir (Harrigan ve McCance, 1966; Kandler ve
Weiss, 1986; Schillinger ve Liicke, 1987; Cakir, 1996; Sénmez vd., 1999).

3.2.6. Laktik asit bakterilerinin antibiyotik duyarhliklarinin belirlenmesi

Crosley Milk Medium’da muhafaza edilen saf laktobasil kiiltiirleri ve enterokoklar
MRS siv1 besiyerinde 16-18 saatlik inkiibasyon siireleri ile 2 kez aktiflestirilmigtir.
Bu kiiltiirlerin optik yogunluklar1t MRS siv1 besiyerinde McFarland 6l¢iim cihaz
kullanilarak 1,5’e ayarlanmistir (Danielsen vd., 2003). Duyarlilik denemeleri igin
15 cm capinda Petri kutulart kullanilmistir. MRS agar besiyeri 50 ml hazirlanmigtir.
Sterilize edilip, 45-50°C’ye kadar sogutulan besiyerlerine optik yogunlugu
ayarlanmis suglardan %] oraninda inokiilasyon yapilmustir. Iyice karistirilan
besiyeri sonra steril Petri kutularina dokiilmistiir. Bu sekilde hazirlanan bakteri
astlanmis MRS agar {izerine antibiyotik diskleri Petri kutusunun kenarindan 10 mm
ve birbirlerinden 15 mm uzaklikta olacak sekilde yerlestirilmistir. 37°C’de 18 saat
inkiibasyondan sonra Petri kutularinda olusan inhibisyon zonlariin c¢ap1
Olciilmiigtiir. Elde edilen inhibisyon alani c¢aplarindan suglarin antibiyotiklere
duyarliliklar1 belirlenmistir (Cavus, 1985; Cetin ve Giirler, 1989; Sénmez vd.,
1999).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Izolasyon Sonuclari

Ornekler 3.2.1.’de belirtildigi sekilde izolasyona hazirlanmis ve uygun
diliisyonlardan MRS Agar besiyerine ekim yapilmistir. Anaerobik kosullarda
37°C’de 48 saatlik inkiibasyon sonucunda sayim yapilmis ve farkli morfolojik

ozelliklere sahip koloniler secilmistir.

[zolatlarm sus numaralarinin verilmesinde izolasyon kaynagi, hastanin yasi ve sayisi
dikkate alinmistir. Hastalardan izole edilen suslar i¢in izolasyon materyali gayta ise
A harfi ile, gastrik biyopsi ise B harfi ile gosterilmistir. Yas gruplar1 ise hasta 40
yasin altinda ise A harfi ile, 40-55 yas arasinda ise B harfi ile, 55 yasindan biiyiikse
C harfi ile simgelenmistir. Bu harflerden sonra gelen sayi, hasta sayisini ifade
etmektedir. En son rakamlar ise sus sayisidir. Ornegin BC16-17 nolu sus gastrik

biyopsiden izole edilmis, 55 yasin iizerindeki 16. bireyden saglanmistir.

Kontrol grubunda ise sadece gayta 6rnegi alindig1 i¢in yas grubuna ve hasta sayisina
gore kodlama yapilmistir. Kontrol grubundan alinan izolatlar K harfi ile
simgelenmistir. Bu sekilde yapilan tanimlamanin daha sonra sonuglarin

degerlendirilmesinde kolaylik saglayacag: diisintilmiistir.

Bu calismada; laktobasil, enterokok, streptokok ve bifidobakterilerin sayiminda ve
izolasyonunda MRS+sistein  agar kullanilmigtir. Diski  kokenli laktik asit
bakterilerinin izolasyonunda kullanilan besiyeri bu dort grubun gelismesine de uygun
bulunmustur (Hartemink vd., 1997). Mccann vd. (1995) ticari probiyotiklerde
bulunan laktik streptokoklarin sayimi amaciyla M17 agar ve MRS agar besiyerlerini
kiyaslamus, iki farkli besiyerinde de elde edilen sayim sonuglari arasinda énemli bir

farklilik belirlememislerdir.

Probiyotik bakterileri iceren siit iirlinlerindeki L. acidophilus ve bifidobakterilerin

sayimi amaciyla da MRS agar (Bile-MRS Agar ve LP-MRS Agar) kullanilmistir.
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MRS agar besiyeri koloni tanima kolaylig1 saglamasi ve dogru sayim sonucu

alinabilmesi nedeniyle tercih edilmektedir (Vindexola ve Beinheimer, 1999).

Laktik asit bakterilerinin sayis1 agisindan hasta ve saglikli bireyler arasindaki farki

belirlemek amaciyla sayim yapilmistir. Sayim sonuglart Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Hasta ve saglikli bireylerden saglanan orneklerde laktik asit bakterilerine ait
sayim sonuglar1 (kob/g)

HASTA KONTROL

Birey No Gayta (A) kob/g GaSﬁkkE?) iby/(;psi (B) Birey No | Gayta (A) kob/g

1 - - 1 1,9x10°

2 2,4x10° 1,4x10° 2 9,9x10°

3 4,25x10° 9,7x10° 3 1,2x10"

4 3,0x10° 3 4 1,7x10°

5 1,05x10° 3 5 7,8x10°

6 1,8x10° 4,5x107 6 B

7 1,7x107 1,6x10° 7 1,7x10°

8 4,6x10° 3,9x10° 8 2,6x10"

9 3 3 9 1,3x10°

10 2,6x10° 7x10' 10 5,9x10°

11 B 2,2x10° 11 1,6x10"

12 - B 12 2,0x10®

13 9x10° 3 13 1,0x10°

14 3,0x10" 3

15 3 1,2x10?

16 2,3x10° 9,5x10

17 2,2x10° B

18 3,1x10" 3,5x10°

19 4,9x10° 3,5x10'

20 1,6x10° -

21 2,4x10° B
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Gastrik biyopsi (GB) ornek miktarlarinin azligir nedeniyle 21 adet 6rnegin 11
adedinde sayim sonucu aliabilmistir. GB o6rneklerinde laktik asit bakteri sayisi
3,5x10'-4,5x10" kob/g arasinda degismekle birlikte, drneklerin ¢cogunda 10 -10°
kob/g olarak belirlenmistir.

Marcon (1997), farkli diyetlerin uygulanmasi ve ¢evresel faktorlerin etkisiyle,
diskidan yapilan sayimda stabil bir bagirsak mikroflorasinda sayilar1 en azindan
10" kob/g’a ulasan birkag yiiz farkli mikroorganizmanin bulundugunu belirtmistir.
Bu flora beslenme, stres ve antibiyotik kullanimi gibi ¢evresel faktorlerden

etkilenebilmektedir.

L. casei Shirota susu kullanilarak fermente edilmis bir siit iiriinii ile beslenmenin
bagirsak florasi iizerindeki etkilerinin incelendigi ¢aligmada Rogosa Agarda yapilan
sayimlarda toplam laktobasil sayilarmin yaklasik olarak 10" kob/g diizeyinde oldugu
belirlenmistir (Spanhaak vd., 1998).

Morelli vd. (2003) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise 24-48 yas arasindaki 12
gontlli 15 giin boyunca insan orijinli liyofilize laktobasil suslar1 ve prebiyotiklerden
olusan yeni bir simbiyotik preparati ile beslenmis ve denemenin basinda 5., 10. ve
15. giinlerinde diskida toplam laktik asit bakterisi sayim1 yapilmigtir. Goniilliilerden
simbiyotik preparat ile beslenmeye baslamadan once alinan digki Grneklerinde,

toplam laktik asit bakterisi sayisinin 4x10%-7,6x10” kob/g arasinda degistigi tespit

edilmistir.

Silvi vd. (2002) ise yash bireylerden sagladiklar1 digki 6rneklerinde ortalama laktik

asit bakterisi sayisim 10° kob/g diizeyinde belirlemislerdir.

Yapilan calismada, hasta ve kontrol grubu diski 6rneklerinde benzer sonuglar elde
edilmistir. Ancak kontrol grubunda 1,6x10°-2,6x10'° kob/g olan laktik asit bakteri
say1st, hasta grubunda 1,7x10"-3,1x10'"° kob/g arasinda degismistir. Yapilan Pearson
K? testi sonucunda 6nem diizeyi %50’den biiyiik oldugu igin (p>0,5) her iki grup

arasinda laktik asit bakterilerinin sayis1 agisindan 6nemli farklilik bulunmadig: tespit
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edilmistir. Yapilan kaynak arastirmasi sirasinda gastrik biyopsi drneklerinde sayim

sonucuna dayanan bir bilgiye rastlanmadigi i¢in sonuglar kiyaslanamamustir.

Izolasyon islemleri sonucunda tiim gruplardan toplam 158 adet izolat elde edilmistir.

[zolasyon materyaline gore izolatlarin dagilimi Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. 1zolasyon materyaline gore izolatlarin dagilimi

Izolasyon materyali Hasta Kontrol Toplam
Gayta (G) 82 59 141
Gastrik biyopsi (GB) 17 _ 17
Toplam 99 59 158

Izolatlarm 141 adedi gayta orneklerinden elde edilirken, gastrik biyopsi
orneklerinden saglanan izolat sayis1 17 adettir. Kontrol grubundan gastrik biyopsi
alinmamasi ve hasta gruplarindan alinan gastrik biyopsi orneklerinin miktarinin az

olmasi izolat sayisini sinirlandirilmstir.

Izolatlarin seciminde laktobasillere 6zgii krem renkli, mat ve diizgiin kenarh
kolonilere ve enterokoklara 6zgii kiigiik, beyaz ya da soluk renkli ve diizgiin kenarl
tipik kolonilere oncelik verilmistir. Bifidobakterilere 6zgii beyaz ya da krem renkli,
kiiciik, mat koloniler de secilerek izolatlar arasinda yer almistir. Saflik kontrolleri
yapilan izolatlarin mikroskobik goriinlimii, Gram reaksiyonu ve katalaz aktiviteleri
incelenmistir. Cesitli boyutlarda ¢ubuk sekilli, G (+) goriiniimlii ve katalaz negatif
izolatlar laktobasil, kok, G (+) goriiniimlii ve katalaz negatif izolatlar enterokok ya
da streptokoklara Ozgii tami testleri yapilmak {izere ayrilmistir. Pleomorfik
goriinimli, G (+), katalaz negatif izolatlar bifidobakter suslari olarak
degerlendirilmistir. G (-) ve katalaz pozitif reaksiyon veren 14 adet izolat deneme
dis1 birakilarak, 144 adet izolatla calismaya devam edilmistir. Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3’de

izolatlarin mikroskobik goriiniimleri verilmistir.
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Sekil 4.1. Laktobasillerin mikroskobik goériintimleri
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Sekil 4.2. Enterokoklarin mikroskobik goriiniimleri
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Sekil 4.3. Bifidobakterlerin mikroskobik gdriiniimleri
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Izolatlarmn mikroskobik goriiniimlerine ve izolasyon kdkenlerine gore dagilimi

Cizelge 4.3 de verilmistir.

Cizelge 4.3. Izolatlarin mikroskobik goriiniimlerine ve izolasyon kdkenlerine gore dagilimi

HASTA KONTROL
Bakteri G GB G TOPLAM
Laktobasil 64 8 39 111
Kok 12 9 12 33
Bifidobakteri 6 . 8 14
TOPLAM 82 17 59 158

Yapilan ¢alismada hastalarin gaytasindan 64 adet laktobasil, 12 adet kok ve 6 adet
bifidobakter izole edilmistir. Gastrik biyopsi 6rneklerinden ise 8 adet laktobasil ve 9
adet kok izole edilmistir. Gastrik biyopsi Orneginden bifidobakter izole
edilememistir. Kontrol grubundan ise 39 adet laktobasil, 12 adet kok ve 8 adet

bifidobakter olmak {izere toplam 59 adet bakteri izole edilmistir.

4.2. Asit Kosullara Dayamim Testi Sonuclar

Probiyotik bakterilerin bagirsak sisteminde yararli etkilerini gosterebilmeleri,
midenin asit ortaminda canli olarak ge¢melerine baglidir. Bu nedenle probiyotik

bakterilerin se¢iminde asidik kosullara dayanim énem tagimaktadir.

[zolasyonu tamamlanan 111 adet laktobasil, 33 adet kok izolatia 3.2.3.1.°de
belirtildigi sekilde asidik kosullara dayanim testi uygulanmistir. 14 adet bifidobakter
izolat1 canliliklarini kisa siirede yitirdiginden deneme dis1 kalmistir. Aside dayanimin
belirlenmesi agisindan optik yogunluktaki degisim ve sayim yontemlerinden
yararlanmistir. Her iki degerlendirme ac¢isindan izolatlarin 3 grupta toplandigi
belirlenmistir. 67 adet laktobasil susunun sayim sonuglar1 de§ismeden sabit kalirken,
21 adet susun sayist azalmistir. 23 adet sus ise deneme periyodunda gelisme

gostermistir. Koklarin aside dayanimlari ise laktobasillere gore daha az bulunmustur.
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Izolatlarm 18 adedinde sayisal azalma belirlenirken, 4 adedi degismeden kalmis, 11
adet izolatta ise artig belirlenmistir. Laktobasillerin 58 ve koklarin 19 adedinde optik

yogunluk ve sayim sonuglart uyum gostermemistir.

Cizelge 4.4’de laktobasillerden, Cizelge 4.5°de ise enterokoklardan deneme
baslangicinda ve 3 saat sonra elde edilen sayim sonuglar1 verilmistir. Gelisme

gbzlenen izolatlara koyu renkle isaretlenmistir.

Cizelge 4.4. Laktobasillerin pH 3,5 besiyerinde gelisme durumlari (log;okob/ml)

Suglar Baslangig | 3. saat Suglar Baglangi¢ | 3. saat Suglar | Baslangig | 3. saat
AAl-1 6,39 6,17 AA13-59 6,30 5,22 AK2-7 6,20 6,36
AA1-2 7,36 7,94 AA14-60 7,27 7,07 AK2-8 6,46 6,55
AA2-3 5,89 5,56 BB16-64 5,65 5,50 AK3-10 6,50 6,53
AA4-8 6,98 5,54 AB16-65 6,0 6,22 AK4-11 7,30 7,34
AC3-10 7,78 7,79 AB16-661 6,27 6,20 | AK4-120 6,95 6,71
AC3-11 7,51 6,77 AB16-67 6,0 6,06 | AK4-121 6,04 6,81
AC3-13 7,04 6,88 AB16-68 6,81 6,86 AK4-13 7,07 6,39
AC3-14 5,64 5,63 AB16-69 6,79 6,39 AK4-14 5,30 6,30
AC3-16 7,49 7,39 AA17-72 6,28 5,69 AK4-16 6,49 6,17
AB5-17 4,75 4,63 AA17-73 6,75 6,86 AK4-18 5,32 7,17
ABS5-18 6,53 6,57 AA17-74 6,43 5,60 AK4-19 5,54 5,41
ABS5-19 4,02 4,31 BB16-75 6,81 7,20 AK4-20 5,97 6,30
ABS5-20 6,40 5,89 AB16-77 7,51 7,0 AK4-21 6,85 7,13
AB6-21 6,38 5,71 BC18-80 6,67 6,49 AKS5-22 6,67 6,59
ABG6-25 5,87 5,91 BC18-81 6,18 6,58 AKS-23 6,36 6,57
AC3-27 5,74 5,68 AC18-82 5,41 5,88 AK6-24 6,69 6,89
AB7-30 5,56 5,77 AC18-84 5,62 5,83 AK6-26 5,11 4,65
AB7-31 3,20 3,51 ACI18-85 6,69 6,69 AK6-27 6,55 6,27
AB7-32 6,89 6,97 AC18-86 7,07 6,83 AK7-28 7,11 7,43
AB7-33 6,44 5,74 AC18-87 6,16 6,29 AK7-29 7,39 7,04
AB7-34 6,87 7,07 AC18-88 5,69 5,91 AK7-31 7,11 7,0
AB7-35 6,04 6,32 AB19-93 7,17 6,36 BKS8-34 6,96 6,52
BC8-36 5,52 6,39 AB19-94 6,78 6,53 BKS-35 7,04 6,85
AC8-38 5,23 5,65 BB19-95 5,96 6,39 BKS8-36 7,14 7,07

AC10-39 7,0 6,83 AB20-96 6,05 6,19 BK9-38 3,82 3,45
AC10-40 7,32 7,32 AB20-961 7,72 7,77 BK9-39 7,34 7,49
AC10-41 6,45 6,17 AB20-97 6,17 6,04 BK9-40 6,06 6,56
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Suslar Baslangic | 3. saat Suslar Baglangi¢ [ 3. saat Suslar | Baslangig | 3. saat
AC10-42 6,37 6,19 AB20-98 3,69 4,50 BK9-41 6,60 6,93
AC10-43 7,41 7,41 AB20-99 6,68 5,23 BK9-42 6,40 6,47
BC11-45 5,69 5,52 AB20-100 6,21 6,29 | BK10-44 6,76 6,61
ACI12-46 6,82 6,17 AC21-101 7,39 7,54 | BK10-47 5,48 5,63
AC12-47 7,30 7,49 AC21-102 6,05 5,65 | BK10-48 7,74 6,69
BC12-50 6,72 6,66 AC21-103 5,76 5,77 | BK11-50 4,26 6,23
AA13-51 6,66 6,61 AC21-1031 6,35 6,32 | BKI11-51 5,78 5,75
AA13-53 6,99 6,32 AC21-105 7,2 7,2 BK13-54 6,70 5,53
AA13-55 7,0 6,96 AKI1-1 6,36 6,34 | BK13-55 6,08 5,83
AA13-56 6,89 6,39 AK1-4 4,68 3,51 | BK13-56 6,23 6,34

Cizelge 4.5. Enterokoklarin pH 3,5 besiyerinde gelisme durumlari (log;ckob/ml)

Suslar Baglangi¢ | 3. saat Suslar Baglangi¢ | 3. saat
AB4-6 4,55 4,50 AC18-83 6,84 6,92
AC3-9 7,39 5,25 BB19-90 6,38 6,90
AC3-15 6,51 6,47 BC21-104 6,25 6,46
AB6-22 5,79 5,57 AC21-106 6,74 6,73
AB6-23 6,11 5,50 AK1-3 7,23 6,11
AB6-24 6,30 6,56 AK1-5 6,30 6,94
BB6-26 6,70 6,79 AK4-18 5,91 5,51
AB7-29 5,51 5,56 AK6-25 6,95 6,98
AC12-48 6,87 5,90 AK7-31 6,71 5,56
AA14-58 3,20 3,51 AK7-32 6,13 5,77
BA15-62 5,95 5,78 BK9-43 5,68 5,36
BA15-63 6,68 6,20 BK10-45 6,00 5,74
AB16-66 6,76 7,39 BK10-46 7,07 7,07
BA17-70 6,27 6,11 BK11-49 6,40 5,69
BA17-71 4,85 3,20 BK12-52 4,91 5,36
BB16-76 6,0 5,61 BK13-53 5,69 5,69
BC18-78 5,63 6,11

Cizelge 4.6 ve 4.7, 30 dakikada bir yapilan optik yogunluk Slgiimleri sonucundaki

verilerin degerlendirilmesiyle elde edilmistir. Bazi laktobasil suslarina ait yogunluk

verileri Sekil 4.4°de, enterokok suslarina ait olanlar ise Sekil 4.5’de gdsterilmistir.

Laktobasillere ait 6l¢iim sonuclar1 Ek 1°de, enterokoklara ait 6l¢iim sonuglari ise Ek

2’de sunulmustur.
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Cizelge 4.6. Laktobasillerin pH 3,5 besiyerinde optik yogunlugunda meydana gelen

degismeler
AAT-1+ AB7-30 + BC12-50 ++ | BB16-75 ++ AB20-98 +++ | AK4-13 * BK8-35 *
AA1-2 +++ | AB7-31 % AA13-51 + AB16-77 +++ [ AB20-99 * AK4-14 ++ |[BK8-36 +++
AA2-3 + AB7-32 ++ AA13-53 +++ | BC18-80 ++ AB20-100 + AK4-16 +++ | BK9-38 +++
AA4-8 * AB7-33 ++ AA13-55+ BC18-81 * AC21-101 ++ [ AK4-18 +++ | BK9-39 ++
AC3-10 * AB7-34 ++ AA13-56 * ACI18-82 ++ AC21-102 * AK4-19 +++ [ BK9-40 +++
AC3-11 ++ |AB7-35*% AA13-59 + ACI18-84 ++ AC21-103+++ [ AK4-20 ++ | BK9-41 ++
AC3-13 * BC8-36 ++ AA14-60 * ACI18-85 ++ AC21-1031 * | AK4-21 ++ [BK9-42 +++
AC3-14 + ACB8-38 ++ BB16-64 +++ | AC18-86 * AC21-105 * AKS-22 +++ [ BK10-44 *
AC3-16 ++ | AC10-39 * AB16-65 + ACI18-87 + AK1-1+ AKS-23 +++ [ BK10-47 *
AB5-17 +++ [ AC10-40 +++ [ BB16-661 + [ AC18-88 ++ AK1-4 + AK6-24 * BK10-48 +
AB5-18 ++ | AC10-41 + AB16-67 + AB19-93 * AK2-7 * AK6-26 + BK11-50 +++
AB5-19 +++ | AC10-42 + AB16-68 ++ | AB19-94 +++ | AK2-8 +++ AK6-27 +++ | BK11-51 +++
AB5-20 + AC10-43 + AB16-69 * BB19-95 ++ AK3-10 + AK7-28 ++ | BK13-54 ++
AB6-21 ++ |[BCl11-45 * AA17-72 +++ | AB20-96 ++ AK4-11 +++ AK7-29 +++ | BK13-55 +
AB6-25 * AC12-46 * AA17-73 ++ | AB20-961 + AK4-120 +++ | AK7-31 * BK13-56 +++
AC3-27 * ACI12-47 ++ |AA17-74 * AB20-97 + AK4-121 + BKS8-34 +

*: Optik yogunlukta diisiis var, +:Canli fakat gelisme yok, ++ : Zayif gelisme, +++ : Iyi gelisme

Cizelge 4.7. Enterokoklarin pH 3,5 besiyerinde optik yogunlugunda meydana gelen
degismeler

AB4-6 ++ BA15-63 ++ AK1-5 +++
AC3-9 + AB16-66 ++ AK4-180 +++
AC3-15* BA17-70 ++ AK6-25 ++
AB6-22 + BA17-71 ++ AK7-31 +++
AB6-23 * BB16-76 * AK7-32 +++
AB6-24 ++ BC18-78 ++ BK9-43 +
BB6-26 ++ AC18-83 ++ BK10-45 +
AB7-29 * BB19-90 * BK10-46 *
AC12-48 * BC21-104 + BK11-49 *
AAT14-58 + AC21-106 * BK12-52 ++
BA15-62 * AKI1-3 + BK13-53 +

*: Optik yogunlukta diisiis var, +:Canli fakat gelisme yok, ++ : Zay1f gelisme, +++ : Tyi gelisme
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Sekil 4.5. Enterokoklara ait optik yogunluk verileri

Laktobasiller ve koklarda asit kosullarda azalma yaklasik 10'-10* kob/ml olarak
gerceklesirken, artislar 10" kob/ml diizeyinde belirlenmistir. Yapilan cesitli
caligmalarda pH 3’de izolatlarin sayilarinda belirgin bir degisim meydana gelmedigi
(Erkkild ve Petdjd, 2000; Prasad vd., 1999) ya da saymin ¢ok az diizeyde azaldig
(Prasad vd., 1999) bildirilmistir. Vinderola ve Reinheimer (2003) ise mide 6zsuyuna
benzer bir ortam hazirlayarak 24 adet probiyotik bakterinin asit ortamda dayanimini
incelemis, pH 3’de 3 saat sonunda L. casei ve L. rhamnosus’un 2,7-5,9 logaritmik
birim azaldigini belirlemistir. Ehrmann vd. (2002) 6rdek kokenli 112 adet laktik asit
bakterisinden sadece 2 adedinin pH 3 ve 2’de 4 saat sonunda canli kalabildigini

bildirmistir.
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Aside dayanim Ozelliginin susdan susa farklilik gdstermesi arastirma sonuglari
arasinda O6nemli de8isime yol a¢maktadir. Laktik asit bakterilerinin bagirsaga
ulagmasi icin gecen 90 dakikalik slirede canli kalmasi probiyotik olarak segimleri
acisindan yeterli olmaktadir (Chang vd., 2001). Bu c¢aligmada hasta ve kontrol
gruplarindan izole edilen laktobasillerin % 54’1 koklarin ise % 48’1 pH 3.5°de 180

dakika boyunca canliliklarini koruduklari i¢in probiyotik olma 6zelligi tasimaktadir.

4.3. Safra Tuzlarina Dayanmim Testi Sonuclar:

Laktik asit bakterilerinin probiyotik 6zellikte olabilmesi i¢in mide asitliginden
gecebilen bakterilerin bagirsak sistemine ulastiklarinda safra tuzuna direngli olmalari
istenmektedir. Bu yiizden safra tuzlarina karsi direng, probiyotik bakterilerin
seciminde diger dnemli bir kriterdir (Cakir 2003). Gilliand vd. (1984) ve Goldin ve
Gorbach (1992) tarafindan yapilan ¢alismalarda farkli safra tuzu konsantrasyonlari
denenmis ve % 0,3’likk safra tuzu konsantrasyonunun suslarin safra tuzuna

toleransinin belirlenmesi i¢in kritik miktar oldugu tespit edilmistir.

Bu nedenle yapilan ¢alismada da % 0,3’liik safra tuzu konsantrasyonu kullanilmigstir.
Bu asamada, izolasyonu tamamlanan 111 adet laktobasil ve 33 adet kok izolatina
3.2.3.2’de  belirtildigi sekilde optik yogunluktaki degisim ve sayim yOntemi
kullanilarak safra tuzlarina dayanim testleri yapilmistir. Elde edilen verilere gore 41
adet laktobasil susunun sayisinin arttigi, 21 adet susun sayisinin azaldigi ve 49 adet
susun sayisinda ise degisme olmadigi belirlenmistir. Bu sonuglar asit kosullara
dayanim testi sinuglari ile kiyaslandiginda, laktobasillerin ve koklarin safra tuzuna
dayanimlarinin aside dayanimdan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Prasad vd.
(1999) siit triinlerinden izole ettigi probiyotik olabilecek 3 adet susla yaptigi
calismada suslarin diisiik pH’da canliliklarint devam ettirirken, bagirsaklardaki

yiiksek safra konsantrasyonunda gelisip ¢ogalabildiklerini belirtmistir.

Cizelge 4.8’de laktobasillerin, Cizelge 4.9’da ise enterokoklarin deneme
baslangicinda ve 3 saat sonra elde edilen sayim sonuglar1 verilmistir. Gelisme

gbzlenen izolatlar koyu renkle isaretlenmistir.
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Cizelge 4.8. Laktobasillerin safra tuzu iceren besiyerinde gelisme durumlari (log;okob/ml)

Suglar | Baslangig | 3. saat Suslar Baglangi¢ | 3. saat Suglar | Baslangig | 3. saat
AAl1-1 5,68 5,74 AA13-59 6,65 6,81 AK2-7 6,91 6,77
AA1-2 6,69 6,81 AA14-60 6,56 6,54 AK2-8 6,81 6,86
AA2-3 6,91 6,20 BB16-64 6,61 6,60 AK3-10 6,62 6,57
AA4-8 6,63 6,77 AB16-65 6,59 6,65 AK4-11 7,12 7,51
AC3-10 7,02 7,14 AB16-661 5,56 5,38 | AK4-120 6,87 7,20
AC3-11 3,20 5,71 AB16-67 6,77 6,46 | AK4-121 7,32 7,39
AC3-13 6,79 7,27 AB16-68 6,76 6,92 AK4-13 5,69 5,57
AC3-14 5,68 5,74 AB16-69 6,81 6,81 AK4-14 7,14 7,21
AC3-16 7,69 7,76 AA17-72 6,0 5,84 AK4-16 5,79 5,79
AB5-17 7,20 7,84 AA17-73 7,17 7,63 AK4-18 5,17 5,23
AB5-18 6,83 7,04 AA17-74 6,14 5,58 AK4-19 6,20 5,82
AB5-19 6,25 6,20 BB16-75 7,17 7,32 AK4-20 6,42 6,46
AB5-20 6,53 7,21 AB16-77 5,74 5,84 AK4-21 6,85 6,89
AB6-21 6,0 6,20 BC18-80 6,93 6,91 AK5-22 6,85 6,91
ABG6-25 7,1 7,0 BC18-81 5,89 6,83 AKS5-23 6,97 7,0
AC3-27 6,14 6,12 AC18-82 6,94 6,04 AK6-24 7,07 7,38
AB7-30 5,20 6,5 AC18-84 6,59 7,04 AK6-26 6,60 6,60
AB7-31 6,7 6,81 AC18-85 6,57 6,78 AK6-27 5,84 6,84
AB7-32 7,25 7,81 AC18-86 7,44 6,25 AK7-28 6,43 7,0
AB7-33 6,83 6,93 AC18-87 6,35 6,18 AK7-29 6,54 6,95
AB7-34 6,95 7,41 AC18-88 6,93 7,02 AK7-31 6,30 6,58
AB7-35 6,3 6,27 AB19-93 6,85 5,78 BK8-34 6,56 6,07
BC8-36 6,30 6,7 AB19-94 6,90 7,36 BKS-35 6,34 6,38
ACS8-38 6,81 6,23 BB19-95 6,41 5,97 BKS8-36 6,81 6,55

AC10-39 6,70 6,80 AB20-96 6,93 6,20 BK9-38 6,51 6,58
AC10-40 7,95 7,68 AB20-961 6,80 7,17 BK9-39 7,34 7,49
AC10-41 6,60 7,72 AB20-97 6,41 7,44 BK9-40 6,07 7,0
AC10-42 6,76 7,40 AB20-98 6,53 6,85 BK9-41 6,63 6,60
AC10-43 7,52 7,75 AB20-99 6,60 6,92 BK9-42 6,0 6,68
BC11-45 5,91 5,48 AB20-100 6,17 6,14 | BK10-44 7,30 7,32
ACI12-46 7,64 6,53 AC21-101 7,20 7,25 BK10-47 6,63 6,04
AC12-47 7,36 8,25 | AC21-102 6,61 6,72 | BK10-48 5,50 5,53
BC12-50 6,75 7,15 AC21-103 6,23 6,11 BK11-50 5,62 5,69
AA13-51 6,11 7,38 | AC21-1031 5,36 5,49 | BK11-51 6,69 7,25
AA13-53 7,06 7,17 | AC21-105 6,95 7,47 | BK13-54 6,74 6,90
AA13-55 6,55 6,50 AK1-1 5,95 6,17 | BK13-55 6,69 5,93
AA13-56 6,28 6,70 AK1-4 7,30 6,63 | BK13-56 6,82 7,34
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Cizelge 4.9. Enterokoklarin safra tuzu igeren besiyerinde gelisme durumlari (log;okob/ml)

Suglar Baslangi¢ 3. saat Suglar Baglangig | 3. saat
AB4-6 6,43 6,14 AC18-83 6,84 6,92
AC3-9 6,41 6,34 BB19-90 6,07 6,04
AC3-15 6,51 6,63 BC21-104 6,41 5,95
ABG6-22 6,41 6,20 AC21-106 7,04 7,11
AB6-23 5,39 5,17 AK1-3 6,69 6,90
AB6-24 6,34 6,20 AK1-5 6,14 7,74
BB6-26 6,55 6,86 AK4-18 5,54 6,69
AB7-29 4,69 5,69 AKG6-25 6,76 7,0
ACI12-48 6,79 6,46 AK7-31 7,34 7,36
AA14-58 6,79 7,11 AK7-32 7,0 6,51
BA15-62 6,04 6,38 BK9-43 5,66 6,04
BA15-63 7,80 6,74 BK10-45 6,77 6,38
AB16-66 6,97 6,91 BK10-46 6,47 6,61
BA17-70 6,89 6,89 BK11-49 7,39 6,14
BA17-71 6,41 6,61 BK12-52 6,81 6,69
BB16-76 7,20 6,0 BK13-53 7,04 7,11
BC18-78 6,71 6,68

Cizelge 4.10 ve 4.11, 30 dakikada bir yapilan optik yogunluk 6l¢timleri sonucundaki

verilerin degerlendirilmesiyle elde edilmistir. Bazi laktobasil suslarina ait yogunluk

verilerine dayanilarak ¢izilen gelisim kurveleri Sekil 4.6’da, enterokok suslarina ait

gelisim kurveleri ise Sekil 4.7°de gosterilmistir. Tiim laktobasil suslarina ait 6l¢iim

sonuglart Ek 3’de, enterokoklara ait 6l¢iim sonuglari ise Ek 4’de sunulmustur.

Cizelge 4.10. Laktobasillerin safra tuzu igeren besiyerinde gelisme durumlari

AAl-1* AB7-30 ++ BC12-50 +++ | BB16-75 +++ AB20-98 +++ AK4-13 + BK&-35 +
AA1-2 +++ AB7-31 +++ AA13-51 +++ | AB16-77 ++ AB20-99 +++ AK4-14 ++ BK8-36 +++
AA2-3 ++ AB7-32 ++ AA13-53 ++ | BC18-80 ++ AB20-100 ++ AK4-16 + BK9-38 ++
AA4-8 +++ AB7-33 ++ AA13-55++ [ BCI18-81 ++ AC21-101 +++ | AK4-18 ++ BK9-39 ++
AC3-10+++ AB7-34 +++ AA13-56 ++ | AC18-82 +++ AC21-102 * AK4-19 ++ BK9-40 +++
AC3-11 ++ AB7-35 ++ AA13-59 ++ [ ACI18-84 ++ AC21-103 ++ AK4-20 ++ BK9-41 ++
AC3-13+++ BC8-36 +++ AA14-60 * AC18-85 ++ AC21-1031 ++ | AK4-21 + BK9-42 *
AC3-14 * AC8-38 +++ BB16-64 ++ | AC18-86 +++ AC21-105 ++ AKS5-22 ++ BK10-44 ++
AC3-16 +++ AC10-39 +++ AB16-65 ++ | AC18-87 ++ AKI1-1+ AKS-23 +++ | BK10-47 ++
ABS5-17 +++ AC10-40 +++ BB16-661 ++ [ AC18-88 ++ AKI1-4 ++ AKG6-24 +++ | BK10-48 ++
ABS5-18 ++ AC10-41 +++ AB16-67 +++ | AB19-93 ++ AK2-7 ++ AK6-26 + BK11-50 ++
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ABS5-19 ++ AC10-42 ++ AB16-68 +++ | AB19-94 ++ AK2-8 ++ AK6-27 ++ BK11-51 ++
AB5-20 ++ AC10-43 +++ AB16-69 ++ | BB19-95 ++ AK3-10 ++ AK7-28 +++ | BK13-54 ++
AB6-21 ++ BC11-45 ++ AA17-72 ++ | AB20-96 +++ AK4-11 +++ AK7-29 ++ BK13-55 ++
AB6-25 ++ AC12-46 ++ AA17-73 +++ | AB20-961 +++ | AK4-120 +++ | AK7-31 ++ BK13-56 +++
AC3-27 ++ ACI12-47 ++ AA17-74 ++ | AB20-97 ++ AK4-121 ++ BKS8-34 ++

*: Optik yogunlukta diisiis var, +:Canli fakat gelisme yok, ++ : Zay1f gelisme, +++ : Iyi gelisme

Cizelge 4.11. Enterokoklarin safra tuzunda optik yogunlugunda meydana gelen degismeler

Safra Tuzu
AB4-6 + BA15-63 ++ AKI1-5 ++
AC3-9 ++ AB16-66 ++ AK4-180 ++
AC3-15 ++ BA17-70 ++ AK6-25 ++
AB6-22 ++ BA17-71 +++ AK7-31 ++
AB6-23 ++ BB16-76 + AK7-32 +++
AB6-24 ++ BC18-78 ++ BK9-43 ++
BB6-26 ++ ACI18-83 ++ BK10-45 ++
AB7-29 ++ BB19-90 ++ BK10-46 ++
AC12-48 ++ BC21-104 ++ BK11-49 ++
AA14-58 AC21-106 +++ BK12-52 ++
BA15-62 ++ AKI1-3 ++ BK13-53 +++

*: Optik yogunlukta diisiis var, +:Canli fakat gelisme yok, ++ : Zay1f gelisme, +++ : Iyi gelisme

Optik yogunluk
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Sekil 4.6. Laktobasillere ait optik yogunluk verileri
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Sekil 4.7. Enterokoklara ait optik yogunluk verileri

Yapilan bu ¢alismada laktobasil suslarmin % 81’inin  %0.3’liikk safra tuzu
konsantrasyonunda gelisebildigi tespit edilmistir. Prasad (1999) yaptig1 ¢alismada
elde ettigi izolatlarin %77’sinin safra tuzunda gelisebildigini belirtmistir. Bu sonug
calismamizda elde edilen sonug¢ ile yakin benzerlik gostermektedir. Caligmada
sayilar1 azalan izolatlarda canliligin % 80 oraninda korundugu belirlenmistir. Bu
tiirlerin probiyotik 6zellikte olabilecegi belirtilebilir, fakat diisiik pH+safra tuzlarina
direncleri de incelenmelidir. Laktobasiller ve koklarda safra tuzu i¢eren besiyerinde
sayisal artis ve azahslarin 10" kob/ml diizeyinde oldugu belirlenmistir. Erkkild ve
Petdjd, (2000) pH 7°de % 0,3’liik safra tuzu konsantrasyonunda bakteri sayisinda
degisme belirlemezken diisiik pH’da hiicrelerin safra tuzundan daha fazla

etkilendigini belirlemislerdir.

4.4. Tam Testi Sonuclan

4.4.1. Laktobasil tanis1

Probiyotik olarak secilebilecek suslarin belirlenmesinde diisiik pH ve/veya safra
tuzlarina dayanim testleri 6nem tagimakla birlikte bu 6zellikler taksonomik agidan
bilgi verici nitelikte degildir. Son yillarda probiyotiklerin patojen igermemesi ve
tanimlanmis suslardan olusturulmasi yoniindeki ¢abalar yogunluk kazanmistir. Hem
olusturulmasi planlanan probiyotigin giivenilir olmast hem de bagirsak florasini
olusturan tiirlerin belirlenmesi ac¢isindan tani testleri Onem tasimaktadir. Bu
calismanin baslangicinda 6zellikle sindirim sisteminde canliligin1 koruyabilen

izolatlarin tanis1 gerceklestirilmistir.
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Laktobasillerin morfolojik 6zelliklerini gosteren izolatlarin 15°C ve 45°C de gelisme,
glikozdan gaz ve arjininden amonyak olusturma durumlar1 incelenmistir. Hammes ve
Vogel, (1995) tarafindan yeniden diizenlenen laktobasil taksonomisinde hiicre
duvarmin peptidoglukan yapisi, bazi enzimlerin elektroforetik hareketliligi % G+C
orani, 15°C’de gelisme ve arjininden amonyak olusturma testlerine ait sonuglar
dikkate alinmaktadir. Bu calismada gergeklestirilen 15°C°de gelisme ve arjininden
amonyak olusturma testleri dikkate alinarak diizenlenen Cizelge 4.12.

incelendiginde;

1. Genel olarak 15°C’de gelismeyen ve arjininden amonyak olusturmayan
obligat homofermantatif (Grup 1) 6zellikte 18 adet,

2. Cogunlukla 15°C’de gelisip, arjininden amonyak olusturmayan fakiiltatif
heterofermantatif (Grup 2) 6zellikte 10 adet,

3. Cogunlukla her iki teste pozitif reaksiyon veren tiirleri iceren obligat

heterofermantatif (Grup 3) 6zellikte 27 adet izolat belirlenmistir.

Cizelge 4.12. izolatlarin fermentatif 6zelliklerine gore gruplandiriimasi

Grup 1 Grup II Grup 111
AC3-13 AC3-14 AC3-16
AB5-18 AB5-18 AB5-19
ACI10-42 AB5-20 AB7-30
ACI12-46 AB6-21 AB7-33
AC12-47 AC3-27 BC8-36
BC12-50 AB6-77 AC8-38
AA13-51 BC18-81 ACI10-39
AA13-59 AB20-100 ACI10-40
BB16-64 AC21-1031 AC10-41
AA17-72 AC21-105 AC10-43
AA17-73 AA13-5
BC18-80 AB16-65
ACI18-85 AB16-69
AK4-13 ACI18-84
AK4-19 AB20-96
AKS8-34 AB20-98
AK10-44 AC21-101
AK11-50 AK1-4
AK4-14
AK4-20
AK6-26
AK6-27
AK8-35
AK10-49
AKI11-51
AK13-54
AK13-55
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15°C’de gelisme gostermeyen ancak arjininden amonyak olusturan AA1-1, BB16-
75, AC18-87 ve AB19-93 suslarinin ise bu 6zelliklere sahip tiirleri igeren Grup 1
veya Grup 3’e dahil olabilecegi belirlenmistir. Izolatlarm gruplandiriimasinda
molekiiler diizeyde gerceklestirilen testlerin uygulanmasi 6nem tagimaktadir. Bu
nedenle yapilacak caligmalarla klasik tani testlerinin modern molekiiler tekniklerle

desteklenmesi planlanmaktadir.

Laktobasillerin klasik testlerle tiir diizeyinde tanisinda cesitli karbonhidratlar
fermente etme O6zellikleri incelenmektedir (Kandler ve Weiss, 1986). Bu ¢alismada,
laktobasil suglarinin 16 adet karbonhidrati fermente etme oOzelligi 3.2.4.4.°de
aciklandig1 sekilde incelenmis ve suslar tiir diizeyinde adlandirilmistir. Ancak bazi
suslarin bazi karbonhidratlar1 fermente etme 06zelliklerinin adlandirdiklar: tiirle
uyumlu olmadig1 belirlenmistir. En fazla iki karbonhidrati fermente etme agisindan
farklilik gosteren suglar diger ozellikleri dikkate alinarak degerlendirilmistir. Bu

izolatlar tani test sonuglarinin verildigi Ek 5 iizerinde isaretlenmistir.

Bu test sonuclarna gore toplam 111 susdan 19 adedinin L. agilis (% 17), 14
adedinin L. fermentum (% 12), 10 adedinin L. maltaromicus (% 9), 10 adedinin L.
murinus (% 9) ve 8 adedinin L. plantarum (% 7) oldugu belirlenmistir. Tanis1
gerceklestirilen diger tiirler ise L. acidophilus, L. bavaricus, L. brevis, L. casei, L.
casei subsp. casei, L. casei subsp. rhamnosus, L. fermentum var. cellobiosus, L.
intestinalis, L. johnsonii ve L. rhamnosus’dur. 28 adet susun ise tanisi
yapilamamustir. Cizelge 4.13.’de izolatlarin izolasyon kaynaklari, izole edildikleri

bireylerin yas gruplar ve tiirlere gore ylizde dagilimlari verilmistir.
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Cizelge 4.13. Laktobasillerin izolasyon kaynaklar1 ve yas gruplarina gére dagilimi

iZOLATLAR HASTA YAS DAGILIMI KONTRO | YAS DAGILIMI
G GB A B C - A B

L. acidophilus 1 (%1,5) - - 1(%3,5) - 1(%2,5) | 1(%4) -

L. agilis 11 (%17) | 1(%14) | 3 (%23) | 2 (%7) | 7(%23) | 7 (%18) |4 (%16) | 3(%20)

L.bavaricus 1(%1,5) - - 1(%3,5) - - - -

L. brevis 1 (%1,5) - - 1(%3.5) - - - -

L. casei 3 (%4.5) - - 1(%3,5) | 2(%6) | 1(%2,5) - 1(%7)

ﬁc.zsceaisei subsp. 3 (%4,5) - - 1(%3.,5) | 2(%6) 2(%5) 1(%4) | L(%T7)

f;g:;gi‘;?sﬂ 1(%1,5) | 1(%14) - 1(%3,5) | 1(%3) 2(%5) 2(%8) -

L. fermentum 11 (%17) - 2 (%15) | 6(%20) | 3(%3) | 3(%7,5) | 1(%4) | 2(%13)

L. fermentum 1(%1,5) - - - 1(%3) - -

var. cellobiosus

L. intestinalis 2(%3) - 1 (%7,6) - 1(%3) | 1(%2,5) | 1(%4) -

L. johnsonii 1(% 1,5) - - - 1 (%3) - - -

L. maltoramicus | 8 (%12) | 1(%14) |1 (%7,6)| 3(%10) | 5(%16) | 1(%2,5) | 1(%4) -

L. murinus 4 (%6) |3 (%42) - 4 (%14) | 3(%10) | 3(%7,5) | 1(%4) | 2(%l13)

L. plantarum 1(%1,5) | 1(%14) - - 2(%6) | 6(%]15) | 5(%20) | 1(%7)

L. rhamnosus 1 (%]1,5) - - 1(%3,5) - 1(%2,5) | 1(%4) -

Tanimsiz 16 (%24) - 6(%46) | 7(%24) | 3(%9) | 12(%30) | 7(%28) | 5(%33)

TOPLAM 66 7 13 29 31 40 25 15

Elde edilen bulgular daha once yapilmis calismalarin bulgulariyla benzerlikler

gostermekle birlikte, izolatlarin tiirlere gore dagilimi ve ylizdeleri agisindan

farkliliklar da bulunmaktadir. Japon bireylere ait digki 6rneklerinden izole edilen 84

laktobasilin DNA-DNA hibridizasyonu ile tanist yapilmis ve izolatlarin 11 adedi L.

crispatus, 9 adedi L. fermentum, 25 adedi L. gasseri, 5 adedi L. plantarum, 13 adedi

L. paracasei, 2 adedi L. reuteri, 4 adedi L. rhamnosus ve 15 adedi L. salivarius

olarak adlandirilmistir (Song vd., 1999). Bu calismada elde edilen izolatlar arasinda

L. crispatus, L. gasseri, L. reuteri ve L. salivarius bulunmamakla birlikte Song vd.

(1999)’nin bulgularindan farkli olarak L. acidophilus, L. agilis, L. bavaricus, L.

brevis, L. casei, L. casei subsp. casei, L. fermentum var. cellobiosus, L. intestinalis,
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L. johnsonii, L. maltaramicus ve L. murinus bulunmaktadir. Japonlarda florada 8 tiir
agirhk kazanirken yapilan calismada 15 tiirtin oldugu belirlenmistir. Her iki
calismada da tanis1 yapilmis ortak tiirler ise L. fermentum, L. plantarum ve L.

rhamnosus’dur.

Ayni arastirmacilarin yaptig1 diger bir ¢alismada ise, disk1 6rneklerinde yaygin olarak
bulunan laktobasil tiirlerinin L.acidophilus, L.crispatus, L.delbrueckii, (subsp.
bulgaricus ve subsp. lactis), L.fermentum, L.gasseri, L.johnsonii, L.paracasei, (subsp.
paracasei ve subsp. tolerans). L.plantarum, L.rhamnosus, L. reuteri, L. salivarius,
(subsp. salicinus ve subsp. salivarius) oldugu bildirilmistir (Song vd., 2000). Tiir
cesitliligi agisindan (14 tiir) ¢alismamizla benzerlik bulunmasina ragmen, izole edilen
tiirler agisindan farkliliklar gozlenmistir. Beslenme aligkanliklari, ¢evresel faktorler,
hastaliklara bagli olarak ortaya cikan fiziksel ve zihinsel streslerden kolaylikla
etkilenen bagirsak floras1 bireyden bireye farklilik gosterebildigi gibi (Lizko vd.,
1984, Ahrné, 1998) farkli iki iilkenin insanlarinda da floranin farklilik géstermesi

olagan kabul edilebilir.

Ahrné vd., (1998) rektal biyopsi Orneklerinden izole ettikleri laktobasil tiirlerinin
agirliklt olarak L. paracasei subsp. paracasei, L. plantarum ve L. rhamnosus’dan
olustugunu, bu tiirlerin sirasiyla bireylerin % 27, % 52, %26’sindan izole edildigini
bildirmislerdir. L. plantarum’un baskin laktobasil tiirii oldugunu gosteren bulgular
bizim bulgularimizla benzerlik gostermemektedir. Ayrica diger tiirler acisindan da
farklt sonuglar elde edilmistir. L. acidophilus’un sindirim sistemindeki baskin
laktobasil tiirli oldugunu ileri siiren ¢aligmalarla (Moore ve Holdman, 1974; Hertges,
1983) calismamiz arasinda da benzerlik bulunmamaktadir. L. plantarum bitkisel
materyallerden izole edilebilmektedir ve son yillarda insan sindirim sisteminin
normal mikroflorasindaki yeri dikkat cekici bulunmaya baslanmistir (Cebeci ve
Giirkan, 2003). Sonmez vd. (1999)’nin etlik piliclerde probiyotik kullanimi iizere
yaptig1 calismada da probiyotik verilen civcivlerin bagirsak florasinda L.

plantarum’un baskin tiir oldugu belirlenmistir.
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Kontula vd. (2000) ise bagirsak biyopsilerinden izole edilen tiirleri L. cellobiosus, L.
paracasei, L. rhamnosus ve L. salivarius olarak bildirmislerdir. Yapilan caligmada
gastrik biyopsi orneklerinde bulunan laktobasil tiirleri ise L. agilis, L. maltaromicus,
L. murinus, L. plantarum ve L. rhamnosus’dur. Bu tiirlerin tiimiine digki
orneklerinde de rastlanmistir. Yapilan kaynak arastirmasinda gastrik biyopsi
florasina ait bulgulara rastlanamadigindan kiyaslama yapilmasi miimkiin olmamustir.
Daha sonra yapilacak caligmalarla izolat sayisinin arttirilmasi ve tutunma
ozelliklerinin incelenmesi yoluyla dogal floranin midedeki etkilerinin belirlenmesi

planlanmaktadir.

Tiirlerin hasta ve kontrol gruplarina gore dagiliminda genel olarak benzerlikler
bulunmakla birlikte L. fermentum, L. maltaromicus, L. plantarum ve L.
rhamnosus’un  diizeylerinde farkliliklar goriilmiistiir. Fakat Pearson K testi ile
yapilan istatistik analiz sonucunda tiirler arasinda 6nemli bir farkliligin bulunmadigi
belirlenmistir. L. plantarum hasta grubu diskisinda %1.5, kontrol grubunda ise %15
oraninda bulunmustur. Hasta grubundaki rahatsizliklar floranin dengesini bozmus
olabilecegi gibi L. plantarum’un herhangi bir nedenle bulunmamasi rahatsizliga yol
acmis da olabilir. L. fermentum ve L. maltaromicus’un hasta grubu dogal florasinda,
kontrol grubuna gore daha fazla bulundugu belirlenmistir. Saglikli bireylerde dogal
floranin saglik tizerindeki olumlu etkileri bilinmekle beraber, suslar arasindaki
etkilesimler ve bunlarin yansimalart hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir. Hasta
grubu florasinda bulunan L. bavaricus, L. brevis, L. fermentum var. cellobiosus ve L.
Jjohnsonii’ye kontrol grubu dogal florasinda rastlanmamistir. Ozellikle ticari
preparatlarin ve fermente siit iiriinlerinin {iretilmesinde yaygin olarak kullanilan L.
johnsonii’nin hasta grubu florasindan izole edilmesi oldukga ilgingtir. Ancak her 4
izolatin da 1’er adet elde edilebilmis olmasi ve kontrol grubu ile hasta grubu

sayilarinin farkliligi bu sonuca yol agmis olabilir.

55 yas istii bireylere ait sonuglarimiz, 65-87 yas grubundaki saglikli bireylerin diski
orneklerinin incelendigi bir Avrupa Birligi projesinin sonuglar1 ile benzerlikler ve
farkliliklar gostermistir. Silvi vd. (2003)’nin gergeklestirdigi ¢alismada izole edilen

suslarin tiirlere gore dagilimi incelenmis; L. acidophilus, L. brevis, L. buchneri, L.
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cellobiosus, L. curvatus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. fermentum, L. paracasei
subsp. paracasei, L. plantarum, L. rhamnosus, L. salivarius ve Lactobacillus sp.’in
varligt belirlenmistir. L. acidophilus, L. brevis, L. fermentum, L. plantarum, L.
rhamnosus tlrleri her iki ¢aligmada da ortak olan tiirlerdir. Ancak tiirlerin oransal

dagiliminda farkliliklar bulunmaktadir.

Tiim caligsmalar dikkate alindiginda L. acidophilus, L. fermentum, L. plantarum ve L.
rhamnosus’un dogal floranin iiyelerinden oldugu sonucuna varilmaktadir. Bunlardan
licli ticari probiyotik preparatlarinin bilesiminde de yaygin olarak kullanilmaktadir.
Cakir’in (2003) yaptig1 calismada piyasadan toplanan 11 adet ticari probiyotikte, L.
acidophilus, L. plantarum ve L. rhamnosus suslarimin bulundugu belirlenmistir.
Ancak florada bulunmasina ragmen L. fermentum’un ticari probiyotik kiiltlirlerde

kullanimina dair bulgulara rastlanmamustir.

4.4.2. Enterokoklarin tanisi

Gram negatif, katalaz aktivitesi gostermeyen, morfolojik olarak enterokok
Ozelligindeki 33 susun ileri tanm testleri gerceklestirilmistir. 33 susa ait 6zelliklerin
gosterildigi Ek 6 incelendiginde 10°C’de tireme testine AC3-15, BB19-90, AK4-18
ve AK7-32 suslarinin olumsuz sonug verdikleri, BB19-90, AK7-32, BK9-39, BK9-
43 suslarinin 45°C’de iiremedikleri, AB7-29, AK4-18, BK9-39, AK9-42, BK11-49
suslarinin %6,5 NaCl’de iireyebildikleri goriilmektedir. Tiim suslar pH 9,6’da ve %
0,1 metilen mavisi bulunan siitte gelisme gostermistir. Enterokoklarin genel olarak
10°Cde ve 45°C’de, % 6,5 NaCl’de, % 40 safra tuzunda ve % 0,1 metilen mavisi
iceren siitte ve pH 9,6’da gelisebildikleri kabul edilmekle birlikte molekiiller
caligmalara dayali genotipik tanidan farkli ozelliklere sahip suslarin da
Enterococcus cinsi i¢inde yer aldig1 belirlenmistir (Manero ve Blanch, 1999). Bu
nedenle genel karakterleri agisindan enterokoklar arasinda yer alabilecegi
diisiincesiyle bu testlere farkli reaksiyon veren tiim suslara tiir ayrimi testleri

uygulanmustir.
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Bu temel testlere ilave olarak suslarin c¢esitli karbonhidratlar1 fermente etme
durumlar1 incelenmistir. Izolatlarin tiimii laktoz, mannitol, siikroz ve trehalozda
gelisirken, BK9-42 disindaki tiim suslar sorbitolii kullanmistir. AC12-48, BK9-39 ve
BK13-54 suslar1 ramnozu, AB4-6 AB7-29, BB16-76, BC21-104, BK9-39 suslar1
rafinozu, BB16-76 susu melebiyozu fermente edememistir. AC3-15, AB6-24, BB19-
90, AC21-105, AC21-106, AK1-3 AK7-32, BK11-49 suslar ise ksilozu kullanabilen

izolatlardir.

Bu test sonuglarina gore 33 susdan 20 adedinin E. saccharolyticus, 5 adedinin (AB4-
6, AB6-24, BB6-26, BB16-76, BC21-104 ) E. faecalis, 3 adedinin (BA15-62, AK7-
32, BK9-43) E. malodoratus, 3 adedinin ise (AC3-15, AB7-29, AK4-18) E. cecorum
oldugu belirlenmistir. 3 adet susun (AC3-9, AC12-48, BB19-90, BK11-49) ise tanis1
yapilamamigstir. Cizelge 4.14.’de izolatlarin yiizde oranlar1 izolasyon kaynaklar1 ve

izole edildikleri bireylerin yas gruplandirmasi gosterilmistir.

Cizelge 4.14. Enterokoklarin izolasyon kaynaklar1 ve yas gruplarina gore dagilimlari

IZOLATLAR HASTA YAS DAGILIMI YAS DAGILIMI
G GB A B Cc | KONTROL | A B

E. cecorum 2(%17) | - - 1%11) | 1(%14) | 1(%9) | 1(%17) -

E. faecalis 2 (%17) | 3(%33) - 4 (%45) | 1 (%14)

E. malodaratus - 1 (%I11) | 1(%20) - - 2 (%I18) | 1(%17) | 1 (%14)

E. saccharolyticus | 7 (%58) | 4(%A45) | 4(%80) | 3(%33) | 4(%57) | 9 (%81) | 4(%66) | 5(%72)

Tanimsiz 1(%8) | 1(%11) - 1(%11) | 1(%14) - - 1(%14)

TOPLAM 12 9 5 9 7 12 6 7

E. malodoratus suslarindan 1’1 (BA15-62) ve E. saccharolyticus suglarindan 3’1
(BA15-63, BA17-70, BA17-71) gastrik biyopsi 6rneklerinden izole edilmistir. Ayni
materyalden elde edilen 2 sus (BB19-90, BK11-49) ise tanimlanamamustir.
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Enterokok tiirleri arasinda E. saccharolyticus’un baskin tiirii olugturmasi ilgi c¢ekici
bulunmustur. Insan bagirsaginda E. faecium ve E. faecalis’in en sik rastlanan tiirler
oldugunu belirten ¢esitli caligsmalara rastlanmistir (Reuter 1990; Lecler vd., 1996;
Manero ve Blanch 1999; Klein, 2003). Bu agidan elde edilen sonuglar farklilik
gostermektedir. Bu ¢alismada E. faecium izole edilmezken, E. faecalis suslar1 da
izolatlarin sadece %14’iinii olusturmaktadir. Izolatlarm %9’unu olusturan E.
cecorum 1ise daha Once yapilan c¢alismalarda insan kokenli izolatlar arasinda
bulunmamakta, bu susun domuz, kanatl kiimes hayvanlar1 ve kiiclikbas hayvanlara
0zgli oldugu bildirilmektedir. Yapilan caligmada ancak fenotipik 0&zelliklere
dayandirilan taninin, genotipik tani ile gii¢lendirilmesinden sonra bulgularin kesin
olarak degerlendirilmesi miimkiin olabilecektir. Izolatlar arasinda yer alan E.
malodoratus bagirsak kokenli tiirler arasinda yer almamaktadir. Insana 6zgii bagirsak
kokenli enterokoklar E. faecalis, E. faecium, E. durans/ hirae, E. gallinarum ve E.

casseliflavus olarak verilmistir (Klein, 2003).

Sindirim sisteminde ¢ok sayida tiirle temsil edilen enterokoklarin birkag tiirii ticari
probiyotik bilesiminde yer almustir. E. azikeevi, E. faecium ve E. faecalis ticari
probiyotiklerde kullanilan tiirler olarak belirlenmistir. Ancak enterokok tiirlerinin
probiyotik preparatlarin bilesiminde yer almasi laktobasil tiirleri kadar yaygin
degildir. Ozellikle E. faecalis suslarmin endokartidis gibi klinik enfeksiyonlara yol
actig1 bilinmektedir. Ayrica bu bakteriler firsat¢i patojenler olarak bilinmekte ve
sularda fekal bulasinin bir gostergesi olarak da kullanilmaktadir (Leclerc vd., 1996).
Bununla birlikte enterokoklar fermente siit tiriinleri de dahil olmak iizere birgcok
ortamda yaygin olarak bulunmakta ve kolayca izole edilebilmektedir. Probiyotik
olarak kullanilacak Enterococcus tiirlerinin kesin tanilarinin yapilmis ve saglik
tizerinde olumsuz etkileri bulunmadigimin kanitlanmis olmasi gerekmektedir (Cakar,

2003).
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4.4.3. Antibiyotik duyarhlik durumlar:

4.4.3.1. Laktobasillerin antibiyotik duyarhhklar:

Tedavi amaciyla insanlar tarafindan kullanilan antibiyotiklerin bagirsak florasinda
Oonemli paya sahip laktobasillere ve enterokoklara yaptigi etkinin belirlenmesi i¢in
3.2.6.’da belirtildigi sekilde antibiyotik duyarlilik testleri yapilmistir. Bu amacla
diisiik pH’ya ve safra tuzuna direncgli olan 33 adet laktobasil ve 10 adet enterokok
susu secilerek denemede kullanilmistir. Cizelge 4.15°de antibiyotik duyarlilik
testlerinde kullanilan laktobasiller, Cizelge 4.16’da ise enterokoklar verilmistir.
Cizelge 4.17°de ise laktobasillerin antibiyotiklere duyarlilik durumlari verilmistir.
Sekil 4.8.’de antibiyotik denemelerinde kullanilan Petri kutularinin goériiniimii
verilmistir. Antibiyotik denemelerinde elde edilen zon ¢aplar1 ise Ek 7 ve Ek 8’de

gosterilmistir.

Secilen 33 adet laktobasil izolati i¢inde 5’er adet L. agilis ve L. fermentum
bulunmaktadir. Bu izolatlar1 4 adet L. murinus, 3’er adet L. murinus, L. rhamnousus,
L.intestinalis, 2’ser adet L. acidophilus, L. casei subsp. casei, L. casei subsp.
rhamnosus, Lactobacillus sp., L. maltaromicus ve L. plantarum izlemektedir.

[zolatlar arasinda 1 adet de L. johnsonii bulunmaktadir.

Cizelge 4.15. Laktobasillerin tiirlere gore dagilim

Tir ad1 Adet Oran (%)
L. acidophilus 2 6,06
L. agilis 5 15,15
L. casei subsp. casei 2 6,06
L. casei subsp. rhamnosus 2 6,06
L. fermentum 5 15,15
L. intestinalis 3 9,09
L.johnsonii 1 3,03
. maltaromicus 2 6,06
L. murinus 4 12,12
L. plantarum 2 6,06
L. rhamnosus 3 9,09
L. sp. 2 6,06
Genel Toplam 33 100,0




Cizelge 4.16. Enterokoklarin tiirlere gore dagilimi
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Tiir Adi Adet Oran (%)
E. cecorum 1 10
E. faecium 2 20
E. malodoratus 3 30
E. saccharolyticus 4 40
Genel Toplam 10 100,0

Cizelge 4.17. Laktobasillerin antibiyotiklere duyarhlik durumlari

AMC | AML | B C |CAR| DA | KF | NS | OFX | PB S Va
AA4-8 + + + + + + + | | | | |
AB5-18 + + + + + + + | | Sl I
AB6-21 + + + + + + + +++ ++ R I e B
AB6-25 + + + + + ++ + +++ + | |
AB7-35 + + + |+ + + S I B e e o el I B
ACS8-38 + + ++ + + + + +++ ++ | A |
AC10-39 + + +H++ |+ + | |+ | + | |+
AA13-53 + + + + + + + -+ ++ -+ | |
BB16-661 +++ + +++ |+ + + + 4+ + | A |
AB16-68 + + +H+ |+ + + + +++ + | |
AA17-73 + + + + + + + 4 | A | | |
BB16-75 + + + + + + + | A | | |
AC18-85 + + =+ |+ + + + | | A | | |
AB19-94 + + + + + + + [ A | A | |
AB20-96 + + + + + ++ + +++ ++ -+ | |
AB20-100 + + + + + + + -+ | A | | |
AC21-101 + + |+ + + + 4+ | A | | |
AC21-103 + + + + + + + o S o e e B
AK4-11 + + +++ |+ + + + +++ ++ | A |
AK4-120 + + + + + + + +++ ++ | |
AK4-121 + + =+ |+ + + + | | | | |
AK4-14 + + + + + + + +++ ++ | |
AK4-18 + + -+ |+ + + S I I e o B o ol I e I
AKS5-22 + + + + + + + +++ ++ Sl B B
AK6-27 + + + + + + + +++ ++ | |
AK7-28 + + + + + ++ S I I e o o ol I e I
AK7-29 + + ++ |+ + + + +++ + | A |
BKS8-36 + + |+ + + 4+ + +4+ | -+ +
BK9-38 + + H+ |+ + -+ + -+ + +++ | +
BK9-40 + + =+ |+ + + + 4 | A | | |
BK9-42 + + ++ + ++ + ++ | ++ +++ | ++ +
BK13-56 + + + + + + + +++ ++ F+ | A |

+++ direngli, ++ orta diizeyde duyarli, + duyarh
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Sekil 4.8. Antibiyotik denemelerinde kullanilan Petri kutularinin gériiniimii
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Yapilan duyarlilik testleri sonucunda gastrik biyopsi ve diskidan izole edilen
laktobasillerin antibiyotiklere direnglilik agisindan onemli farkliliklar gosterdigi L.
intestinalis BB16-661, L. maltaromicus AC21-101, L. murinus AK4-121, L.
plantarum BK9-40 ve L. rhamnosus AK4-18 6 antibiyotige direngli, 6 antibiyotige
duyarli iken, L. agilis AB6-35 ve AK4-11 suslarimin 5 antibiyotige direngli, 1
antibiyotige orta diizeyde duyarh, L. agilis AA17-73, L. fermentum BK9-38, L.
johnsonii AK7-28 susunun 5 adedine direngli, L. agilis AB6-25 susunun 4
antibiyotige direncli oldugu, L. agilis BK9-42 susunun 3 antibiyotige direngli, 4
adedine orta diizeyde duyarli ve 5 adedine duyarli oldugu belirlenmistir. L. casei
subsp. casei AC10-39 susu 5 antibiyotige direng gosterirken, L. casei subsp. casei
AA13-53’lin 4 adedine direncli, L. casei subsp. rhamnosus AB6-21’in 4 adedine
direncli, 1 adedine orta diizeyde duyarli oldugu, Lactobacillus sp. AB16-68 susunun
5 antibiyotige direncli, L. sp. AK8-36 susunun 3 adedine direncli, 2 adedine orta
diizeyde duyarli oldugu tespit edilmistir.

Laktobasil suslari penisilin grubu antibiyotiklerden amoksisilin kluvulanik aside
%100, amoksisiline ve karbenisiline %97 oraninda duyarli bulunmustur.
Kloramfenikol ve sefalotin %97, klindamisin %82 degerleriyle laktobasillere yiiksek
diizeyde etkili diger antibiyotikleri olusturmaktadir. Ancak basitrasine kars1 suslarin
%331 direng gostermis, ofloksasine suslarin %45°1 orta diizeyde duyarl iken %30’u
direncli bulunmustur. Nistatine, streptomisine ve peptid grubu antibiyotiklerden
polimiksin B’ye karsi suslarin %100°4 direng gosterirken, suslarin %82’sinin
vankomisine direncli oldugu belirlenmistir. Cizelge 4.18.’de antibiyotik

duyarliliklarina gore laktobasil suslarinin yiizdeleri verilmistir.
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Cizelge 4.18. Antibiyotik duyarlliklarina gore laktobasil suslarinin dagilimi

Antibiyotik Direngli Orta Duyarl Duyarh
Say1 % Say1 % Say1 %
AMC 1 3,03 0 0 32 | 96,96
AML 0 0 0 0 33 100
B 11 |33,33 4 12,12 | 18 | 54,54
C 0 0 1 3,03 32 | 96,96
CAR 0 0 1 3,03 32 | 96,96
DA 3 9,09 3 9,09 27 | 81,81
KF 0 0 1 3,03 32 | 96,96
NS 33 100 0 0 0 0
OFX 10 | 30,30 15 45,45 8 24,24
Pb 33 100 0 0 0 0
S 33 100 0 0 0 0
Va 27 | 81,81 0 0 6 18,18

Sonmez vd. (1999) tarafindan yapilan ¢aligmada tavuklarin korbagirsagindan izole
edilen laktobasil suslar1 amoksisilin ve karbenisiline %100 duyarl iken polimiksin
B’ye ise suslarin %100’iiniin direncli olduklar1 tespit edilmistir. Bu sonuglar
calismada elde edilen sonuglar ile benzerlik gostermektedir. Ancak Sonmez vd.
(1999) streptomisine karst suslarin  %50°den fazlasinin direng gosterdigini,
basitrasine direngli suslarin oraninin ise %60-90 arasinda degistigini ifade
etmektedirler. Karahan ve Cakmake1 (1995) tavuk korbagirsagindan izole ettikleri
suslarin yiiksek oranda basitrasine diren¢li olmalarini, basitrasinin tavuk yemlerinde
gelismeyi diizenleyici olarak kullanilmasina baglamaktadirlar. Yapilan c¢aligmada
basitrasine suslarin %33’ direng gosterirken, %13 iiniin orta diizeyde duyarh
oldugu tespit edilmistir. Ancak suslarin %100’{iniin streptomisine ve polimiksin B’ye
direncli oldugu belirlenmistir. Bu agidan yapilan ¢alismalar kiyaslandiginda tavuk
korbagirsagindan izole edilen suslarin insan gastrik biyopsi ve diski drneklerinden
izole edilen suslardan sadece basitrasine diren¢ agisindan farklilik gosterdigi, diger
antibiyotiklerde direncin birbirine yakin hatta streptomisin ve polimiksin B’de daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak insan florasindan izole
edilen laktobasillerin tavuk florasindan izole edilenlerden daha yiiksek antibiyotik

direngliligine sahip olduklar1 sdylenebilir.

Temmerman vd. (2003) tarafindan yapilan bir arastirmada 8 Avrupa iilkesinden

toplanan 55 probiyotik iirlinden izole edilen 187 izolatin antibiyotik duyarliliklar
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incelenmis ve izolatlarin %65°nin vankomisine diren¢li olduklari, buna karsin
kloramfenikole diren¢ gosteren izolatlarin oraninin ise %11 oldugu ifade edilmistir.
Sarra vd. (1982) ise 30 adet L. acidophilus izolatindan sadece 4 adedinin
vankomisine, 7 adedinin ise kloramfenikole direngli oldugunu tespit etmislerdir. Bu
calismada ise izolatlarin %82’si vankomisine direng gosterirken, kloramfenikole
direncli izolat tespit edilememis, izolatlarin %97 sinin kloramfenikole duyarl oldugu
sadece %3’iiniin orta diizeyde duyarhi oldugu tespit edilmistir. Izole edilen L.
acidophilus AB5-18 ve AK4-14 suslarinin ise vankomisine direng gdsterirken,

kloramfenikole duyarli olduklar1 belirlenmistir.

Saarela vd. (2000) L. casei ve L. rhamnosus’un vankomisine direngli olduklarini
ifade etmektedir. Yapilan calismada incelenen 2 adet L. casei subsp. casei ve 3 adet
L. rhamnosus sugunun vankomisine direngli olduklari tespit edilmistir. Vankomisin
yeni nesil antibiyotigi oldugu i¢in laktobasillerde vankomisinin aktarilabilir
ozellikleriyle ilgili kaynak bilgisine rastlanamamistir. Bu sebeple vankomisine direng
gosteren laktobasillerin ¢ok uzun siiredir giivenli probiyotik olarak kullanimi oldukca
yaygindir. Yapilan ¢alismada incelenen 40 adet izolattan 7 adedi (AC8-38, AC10-
39, AK1-5, BK8-36, BK9-38, BK9-39, BK9-42) disindakiler vankomisine direng

gostermistir.

4.4.3.2. Enterokoklarin antibiyotik duyarhhklar:

Izole edilen enterokoklarmn antibiyotik duyarliliklar1 incelendiginde ise, E. faecalis
BB6-26 ve E. malodaratus AK7-32 suslarinin 7 antibiyotige diren¢ gosterdikleri, E.
saccharolyticus AK1-5 susunun ise sadece 4 antibiyotige kars1 direngli, 2 adedine
orta dlizeyde duyarli, 6 adedine ise duyarli oldugu tespit edilmistir. Yapilan ¢alisma
sonucunda antibiyotik direngliliklerine gore izolatlar siralarsak, en yliksek direnci E.
faecalis BB6-26 gosterirken, bu susu sirasiyla E. malodaratus AK7-32, BA15-62, E.
saccharolyticus BKI12-52, E. cecorum AB7-29, E. faecalis AB4-5, E.
saccharolyticus BC18-78, E. malodaratus BK9-43, E. saccharolyticus AK7-31 ve
AK1-5 suslar1 izlemektedir.



Cizelge 4.19.’da enterokoklarin antibiyotiklere duyarlilik durumlari, Cizelge 4.20°de

ise antibiyotik duyarliliklarina gore suslarin yiizdeleri verilmistir.
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Cizelge 4.19. Enterokoklarin antibiyotiklere duyarlilik durumlart

AMC |AML |B C CAR |DA |KF [NS |OFX
AB4-6 + + +H+ | + + | | |
BB6-26 + + | | + :
AB7-29 + + +H+ |+ + + |+ :
BA15-62 + + ++ | + + + | + |
BC18-78 + + ++ | + + | | |
AK1-5 + + +++ | + + + | 4 |+t
AK7-31 + + +H+ |+ + + |+
AK7-32 | +++ + +++ | + + + + |
BK9-39 + + + + || |
BK9-43 + + + + || |
BK12-52 + |+ | |+ :

Cizelge 4.20. Antibiyotik duyarliliklarina gére suslarimin yiizdeleri

+++ direngli, ++ orta diizeyde duyarh, + duyarl

Direncli Orta Duyarh Duyarh
Say1 | % | Say1 % |Sayt| %
AMC| 1 10 0 9 90
AML | O 0 0 0 10 | 100
B 9 90 0 0 1 10
C 0 0 2 20 80
CAR 1 10 0 0 90
DA 1 10 4 40 50
KF 0 0 0 10 | 100
NS 10 | 100 0 0 0 0
OFX 5 50 3 30 2 20
Pb 10 | 100 0 0
S 10 | 100 0 0
Va 9 90 0 0 1 10
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Izole edilen enterokoklar amoksisilin ve sefalotine %100, amoksisilin- kluvulanik
asit ve karbenisiline %90, kloramfenikole %80, klindamisine ise %50 oraninda
duyarlilik gdstermislerdir. Izolatlar nistatin, polimiksin B ve streptomisine %100
direng gosterirken, basitrasin ve vankomisine %90, ofloksasine ise %50 direng

gostermislerdir.

Temmerman vd. (2003) tarafindan yapilan ¢alismada izole edilen enterokoklarin disk
difiizyon yontemi kullanilarak antibiyotik duyarliliklart incelenmis ve %38’inin
vankomisine direngli olduklar1 belirlenmistir. Bu calismada ise disk difiizyon
yontemi kullanilarak enterokolarin  %81’inin vankomisine diren¢li olduklar

belirlenmistir.

Tiim izolatlarin diisiik pH ve safra tuzu direngleri degerlendirildiginde L. brevis
AB5-19, L. fermentum AB20-98, BK13-56, L. plantarum BK9-40 ve L. rhamnosus
AK4-180 suslarinin hem optik yogunluklarindaki, hem de sayim sonuglarindaki
artisa gore asit ortama en dayanikli suslar oldugu belirlenmistir. Safra tuzuna
direncte ise hem optik yogunluk, hem de sayim sonuglari en fazla artan suslar L.
agilis AA1-2, AC3-10, AK4-11, L. casei subsp. casei AC10-41, L. fermentum AB'-
34, AK6-24, BK13-56, L. johnsonii AK7-28, L. maltaromicus BC8-36, AC10-43, L.
murinus AB20-99.L. plantarum BC12-50, AK4-120, BK9-40, L. spp. ABS5-17,
AA13-51, AB16-68dir.

Hem asit ortama, hem de safra tuzuna optik yogunluk ve sayim sonuglar1 acisindan
en direngli suslarin L. agilis AA1-2, L. plantarum BK9-40 ve L. fermentum BK13-56
oldugu tespit edilmistir. Enterokoklarda diisiik pH ve safra tuzuna direng agisindan
uyum gosteren bir susa rastlanmamakla birlikte, E. saccharolyticus AK1-5 susunun
disiik pH’da, E. saccharolyticus BA17-71 susunun ise % 0.3’lik safra tuzu
konsantrasyonunda optik yogunluk ve sayim sonucu ac¢isindan uyum gosterdigi
belirlenmistir.

Suslarin antibiyotik direnclilikleri dikkate alindiginda L. plantarum BK9-40 ve L.
rhamnosus AK4-180’in vankomisin dahil 6 antibiyotige direngli olduklari, L. agilis
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AK4-11 ve L. johnsonii AK7-28 suslarinin ise vankomisinle birlikte 5 antibiyotige

direngli olduklar1 tespit edilmistir.

Suslar her ti¢ 6zellik agisindan incelendiginde, L. agilis AA1-2, L. plantarum BK9-
40, L. fermentum BK13-56, E. saccharolyticus AK1-5, BA17-71 suslarinin istenilen

niteliklere sahip oldugu belirlenmistir.

SDUBAP 458 nolu projede L. plantarum BK9-40’ 1n disinda, L. plantarum AC10-
43, ABI16-77, AK2-8, AK4-120, AKS5-22, AK7-29, AK7-31, BK9-40 ve L.
rhamnosus AK6-27, AK7-32 de kullanmilarak probiyotik hazirlanmis ve kiiltiiriin
farelerdeki OVA spesifik IgE diizeylerini diisiirdiigii tespit edilmistir. Bu nedenle her
3 ozellik agisindan probiyotik olma &zelligi tasiyan 5 adet susa ilaveten, allerjiye
kars1 kullanilan bu kiiltiiriin de daha sonra yapilacak caligmalarda incelenmesine

devam edilecektir.

Ancak tami testleri agisindan her iki calisma arasinda farklilik belirlenmistir. Bu
calismada izole edilen ve SDUBAP 458 nolu proje kapsaminda API 50CHL hazir
test kitleriyle L. plantarum AC10-43, AB16-77, AK2-8, AK4-120, AKS5-22, AK7-
29, AK7-31, BK9-40 ve L. rhamnosus AK6-27, AK7-32 olarak tanimlanan suslara,
klasik karbonhidrat fermantasyon testleriyle L. maltaromicus AC10-43, L. sp. AB16-
77, AK2-8, L. plantarum AK4-120, BK9-40, L. intestinalisAKS5-22, L. rhamnosus
AKG6-27, L. casei subsp. rhamnosus AK7-29, E. saccharolyticus AK7-31,

E. malodatratus AK7-32 tanis1 konmustur. Benzer sonuclar diger arastirmalarda da
elde edilmistir (Klijin vd., 1991; Prasad vd., 1998). Biyokimyasal testlerle izolatlarin
farkl sekillerde adlandirilmis olmasi molekiiler diizeyde tani testlerinin gerekliligini

ortaya koymaktadir.
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5. SONUC

Probiyotikler ve sindirim sisteminin dogal florasina yonelik caligmalar yenidir ve
yapilan ¢alisma, bu acidan iilkemizdeki bir eksikligi gidermeye yonelik

planlanmistir.

Dogal floranin yapisi agisindan elde edilen bulgular, cesitli iilkelerde yapilan
caligmalarin sonuglariyla kiyaslandiginda 6nemli farkliliklar bulundugu sonucuna
vartlmistir. ABD, cesitli Avrupa tilkeleri ve Japonya’da ticari probiyotik preparatlari
tiretilmekle birlikte, floradaki farkliliklar iilkemize 6zgii preparatlarin gelistirilmesini
gereklilik  haline getirmigtir. Bu c¢alisma ile ilk adim atilarak probiyotik olma
Ozelliklerinin bazilar1 agisindan incelenmis bir kiiltiir kolleksiyonu elde edilmistir.
Elde edilen bulgulara bagli olarak enterokoklarin probiyotik preparatlarin
hazirlanmasinda potansiyel mikroorganizmalar olduklar1 sonucuna varilmistir, ancak
bifidobakterlere ait deneme sonuclarinin da alinmasindan sonra hiikkme varilmasinin

yararl olacagi diistiniilmektedir.

Suslarin giivenilirlik ve sagliga yararli 6zellikleri once hayvan denemeleri ile daha
sonra da goniillii bireylerle c¢alisilarak tespit edilmelidir. Bu da disiplinler arasi bir
calismay1 gerektirmektedir. Bu 6zelliklere sahip suslar1 igeren probiyotik 6zellikteki
gidalarin {iretilmesinin yani sira liyofilize toz veya tablet halinde ticari preparatlarin

tiiketiciye sunulmasi agisindan gerekli caligmalarin yapilmasi planlanmaktadir.
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EK 1 Laktobasillerin Aside Direng Deneylerine Ait Optik Yogunluk Olciim Sonuglar

Sira No |Bakteri No| pH 0 30 60 90 120 150 180
1 AAl-1 4,5 0,025 0,023 | 0,020 0,022 0,024 0,015 | 0,027
2 AA1-2 43 0,100 0,107 0,109 0,123 | 0,130 0,099 | 0,168
3 AA2-3 4,9 0,008 0,008 0,008 0,013 0,006 0,004 | 0,01
4 AA4-8 5,0 0,025 0,019 0,017 0,014 0,014 0,014 | 0,014
5 AC3-10 4,8 0,019 | 0,010 0,014 0,011 0,009 | 0,000 | 0,016
6 AC3-11 4,9 0,018 0,024 0,023 0,022 0,021 0,024 | 0,028
7 AC3-13 4,58 0,036 | 0,030 0,028 0,028 0,028 0,028 | 0,028
8 AC3-14 4,8 0,016 0,016 0,018 0,019 0,018 0,015 | 0,015
9 AC3-16 4,68 0,043 0,052 0,053 0,055 0,058 0,057 | 0,059
10 AB5-17 4,7 0,008 0,019 0,024 0,023 0,03 0,028 | 0,033
11 AB5-18 5,05 0,020 0,020 0,030 0,032 0,032 0,033 | 0,034
12 ABS5-19 4,80 0,143 0,163 0,158 | 0,170 0,166 0,183 | 0,172
13 AB5-20 4,7 0,008 0,012 | 0,010 0,010 0,010 0,009 0,010
14 AB5-21 4,7 0,010 0,010 0,016 0,011 0,017 0,017 | 0,015
15 AB6-25 4,7 0,020 0,014 0,016 | 0,010 0,009 0,008 | 0,007
16 AC3-27 5,1 0,005 | 0,000 0,048 0,053 0,071 0,080 0,080
17 AB7-30 4,5 0,013 0,014 0,013 0,009 | 0,010 0,013 | 0,017
18 AB7-31 5.4 0,004 0,004 0,003 0,002 0,004 0,001 | 0,001
19 AB7-32 5,23 0,010 0,011 0,019 0,021 0,020 0,019 | 0,021

20 AB7-33 5,35 0,002 0,004 0,013 0,015 0,014 0,015 | 0,016
21 AB7-34 4,99 0,018 0,025 0,033 0,035 0,034 0,035 | 0,036
22 AB7-35 43 0,119 0,135 0,143 0,093 0,085 0,075 10,070
23 BC8-36 4,6 0,020 0,026 0,024 0,019 0,024 | 0,020 | 0,031
24 AC8-38 4,3 0,039 0,049 0,053 0,053 0,049 0,051 | 0,054
25 AC10-39 54 0,018 0,018 0,012 0,012 0,013 0,015 | 0,014
26 AC10-40 | 4,66 0,045 0,058 0,056 0,058 0,061 0,060 | 0,063
27 AC10-41 4,7 0,014 0,009 0,012 | 0,010 0,018 0,015 | 0,018
28 AC10-42 4,8 0,018 0,026 0,017 0,017 0,019 0,016 | 0,021
29 AC10-43 | 4,69 0,052 0,047 0,049 0,049 0,051 0,052 | 0,052
30 BC11-45 4,8 0,055 | 0,050 0,041 0,036 0,038 0,043 | 0,044
31 AC12-46 4,5 0,032 0,017 0,018 0,014 0,012 0,013 0,010
32 AC12-47 | 4,65 0,043 0,054 0,056 0,056 0,058 0,057 | 0,062
33 BCI12-50 | 5,23 0,008 0,018 0,016 0,017 0,016 0,016 | 0,018
34 AA13-51 4,6 0,023 0,024 0,028 0,029 0,033 0,027 | 0,024
35 AA13-53 5,1 0,066 0,065 0,067 0,069 0,084 | 0,120 | 0,115
36 AA13-55 4,7 0,020 0,022 0,023 | 0,020 0,024 0,021 | 0,022
37 AA13-56 | 5,29 0,031 0,027 0,025 0,025 0,023 0,023 | 0,023
38 AA13-59 4,5 0,032 0,032 0,031 0,024 | 0,030 0,028 | 0,033
39 AA14-60 4,4 0,042 0,042 0,039 0,039 0,044 0,043 | 0,039
40 BB16-64 5,0 0,126 0,148 0,145 0,158 0,154 0,158 | 0,163
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Sira No |Bakteri No| pH 0 30 60 920 120 150 180
41 AB16-65 3.8 0,030 0,034 0,038 0,031 0,036 0,032 | 0,036
42 BB16-661 4,2 0,096 0,088 0,097 0,127 0,103 0,105 0,100
43 AB16-67 4,2 0,023 0,025 0,019 0,019 0,023 0,022 | 0,023
44 AB16-68 | 4,57 0,031 0,046 0,043 0,044 0,044 0,045 | 0,048
45 AB16-69 5,41 0,022 0,018 0,017 0,017 0,016 0,016 | 0,016
46 AA17-72 4,1 0,031 0,040 0,047 0,042 0,045 0,047 | 0,051
47 AA17-73 | 3,58 0,007 0,012 0,018 0,019 0,025 0,023 | 0,021
48 AA17-74 5,1 0,015 0,009 0,007 0,008 | 0,010 0,007 | 0,007
49 BB16-75 4,1 0,042 0,047 0,045 0,044 0,057 | 0,060 |0,050
50 AB16-77 4,5 0,038 0,043 0,044 0,047 0,052 0,047 | 0,069
51 BC18-80 4,7 0,019 0,025 0,027 0,027 0,027 0,017 0,030
52 BC18-81 3,8 0,055 0,055 0,056 0,053 0,052 0,054 | 0,052
53 AC18-82 4,4 0,030 0,033 0,036 0,035 0,034 0,036 | 0,042
54 AC18-84 3.9 0,027 0,024 0,025 0,025 0,037 0,031 | 0,034
55 AC18-85 | 4,35 0,020 0,027 0,027 0,027 0,029 0,033 | 0,034
56 AC18-86 3.9 0,060 0,070 0,070 0,064 0,059 0,058 | 0,033
57 AC18-87 4,0 0,048 0,051 0,040 0,044 0,047 0,048 | 0,050
58 AC18-88 | 3,04 0,012 0,007 0,019 0,018 0,018 0,014 | 0,025
59 AB19-93 4,6 0,009 0,006 0,004 0,004 0,004 0,004 | 0,003
60 AB19-94 4,3 0,064 0,069 0,077 0,076 0,086 0,093 | 0,106
61 AB19-95 4,2 0,043 0,047 0,046 0,044 0,048 0,045 | 0,053
62 AB20-96 4,2 0,073 0,077 | 0,080 0,079 0,081 0,084 | 0,088
63 AB20-961 4,8 0,056 0,053 0,053 0,054 0,059 0,059 | 0,058
64 AB20-97 4,9 0,056 0,059 0,055 0,058 0,058 0,058 | 0,054
65 AB20-98 5,1 0,250 0,293 0,29 0,289 0,271 0,268 | 0,277
66 AB20-99 5,29 0,028 0,029 0,023 0,025 0,023 0,024 | 0,023
67 AB20-100| 3,85 0,086 0,082 0,087 0,097 0,091 0,090 0,090
68 AC21-101 4,8 0,025 0,025 0,020 0,020 0,020 0,023 | 0,027
69 AC21-102| 49 0,033 | 0,020 0,021 0,018 0,024 0,008 | 0,013
70 AC21-103| 4,0 0,028 0,037 0,047 0,044 0,043 0,045 0,050
71  |AC21-1031| 4,0 0,061 0,061 0,063 0,057 0,056 0,055 | 0,054
72 AC21-105| 3,53 0,036 | 0,030 0,026 0,028 0,025 0,025 | 0,026
73 AK1-1 4,7 0,018 0,017 0,018 0,015 0,016 0,017 | 0,018
74 AK1-4 4,8 0,006 0,006 0,004 0,005 0,008 0,006 | 0,009
75 AK2-7 5,28 0,036 0,027 0,026 0,026 0,024 0,024 | 0,024
76 AK2-8 4,5 0,055 0,062 0,058 | 0,060 0,065 | 0,070 |0,080
77 AK3-10 4,6 0,023 0,021 0,022 0,021 0,021 0,021 | 0,024
78 AK4-11 4,64 0,036 0,043 0,054 0,057 0,056 0,059 | 0,060
79 AK4-120 4,1 0,079 0,099 0,093 0,093 | 0,090 0,088 | 0,103
80 AK4-121 4,2 0,042 0,039 0,038 0,039 0,045 0,043 | 0,043
81 AK4-13 5,41 0,043 0,043 0,040 0,043 0,046 0,051 | 0,050
82 AK4-14 5,17 0,011 0,010 0,015 0,018 0,014 0,018 | 0,019
83 AK4-16 5,0 0,084 0,115 0,118 0,124 0,124 0,124 0,130
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Sira No |Bakteri No| pH 0 30 60 920 120 150 180
84 AK4-18 5,1 0,117 0,148 0,144 0,155 0,143 0,161 | 0,160
85 AK4-19 5,10 0,095 0,129 0,126 0,135 0,129 0,145 | 0,138
86 AK4-20 5,29 0,005 0,004 0,006 0,011 0,009 0,013 | 0,014
87 AK4-21 5,56 0,028 0,031 0,029 | 0,030 0,031 0,031 | 0,032
88 AKS5-22 4,50 0,086 0,089 0,095 0,095 0,101 0,110 | 0,119
89 AKS-23 4,5 0,060 0,066 0,068 0,064 0,072 0,082 | 0,091
90 AK6-24 4.4 0,093 0,063 0,003 | 0,060 0,066 0,065 | 0,075
91 AK6-26 4,2 0,034 0,029 | 0,030 0,025 0,028 0,029 | 0,034
92 AK6-27 4,3 0,057 0,065 0,062 | 0,070 0,077 0,086 | 0,096
93 AK7-28 4,1 0,056 0,056 0,048 0,047 0,054 0,056 | 0,062
94 AK7-29 4,1 0,074 0,073 | 0,080 0,077 0,108 0,123 | 0,114
95 AK7-31 4,2 0,037 0,038 0,033 0,033 0,038 0,034 | 0,033
96 BK&8-34 54 0,007 0,007 0,006 0,011 0,006 0,008 | 0,009
97 BK8-35 54 0,027 0,03 0,022 0,023 0,024 0,029 | 9,026
98 BK88-36 4,7 0,126 0,141 0,144 0,147 0,153 0,144 | 0,147
99 BK9-38 5,30 0,012 0,015 0,058 0,059 0,084 | 0,110 | 0,106
100 BK9-39 4,5 0,052 0,053 0,063 0,064 0,066 0,066 | 0,07
101 BK9-40 5,0 0,017 0,019 0,058 0,064 | 0,080 0,111 | 0,097
102 BK9-41 4,7 0,024 0,033 0,046 0,021 0,031 0,048 | 0,038
103 BK9-42 4,0 0,057 0,065 0,071 | 0,070 0,079 0,079 | 0,086
104 BK10-44 4,5 0,038 0,028 0,027 0,017 0,015 0,002 | 0,015
105 BK10-47 | 4,65 0,018 0,015 0,015 0,014 0,014 0,012 | 0,012
106 BK19-48 5,0 0,007 | 0,000 0,002 0,001 0,007 0,001 | 0,011
107 BK11-50 | 5,10 0,115 0,135 0,144 0,163 0,153 0,162 | 0,164
108 BK11-51 53 0,105 | 0,120 0,123 0,132 0,128 0,141 | 0,135
109 BK13-54 | 5,25 0,010 0,014 0,015 0,016 0,017 0,016 | 0,018
110 BK13-55 4,6 0,019 0,014 0,012 0,011 0,023 0,019 0,020
111 BK13-56 5,0 0,051 0,052 0,086 0,094 0,111 0,137 | 0,133
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EK 2. Enterokoklarin Aside Diren¢ Deneylerine Ait Optik Yogunluk Olgiim Sonuglart

Sira No | Bakteri No | pH 0 30 60 90 120 150 180
1 AB4-6 4,6 | 0,011 0,011 0,011 | 0,011 | 0,010 0,017 0,017
2 AC3-9 58| 0,012 | 0,010 0,012 | 0,011 | 0,013 0,011 0,015
3 AC3-15 47| 0,012 | 0,012 0,008 | 0,007 | 0,012 0,009 0,01
4 AB6-22 4,8 | 0,002 | 0,000 0,007 | 0,003 | 0,008 0,002 0,004
5 AB6-23 4,6 | 0,021 0,017 0,019 | 0,012 | 0,014 0,014 0,012
6 AB6-24 45| 0,013 | 0,014 0,014 | 0,015 | 0,014 0,014 0,019
7 BB6-26 5,151 0,000. | 0,008 0,019 | 0,019 | 0,022 0,021 0,022
8 AB7-29 4,8 | 0,011 0,008 0,009 | 0,007 | 0,007 0,006 0,008
9 AC12-48 55| 0,024 | 0,025 0,020 | 0,020 | 0,020 0,015 0,013
10 AA14-58 4,5 | 0,016 | 0,017 0,016 | 0,016 | 0,015 0,018 0,018
11 BA15-62 43| 0,022 | 0,016 0,013 | 0,014 | 0,017 0,014 0,012
12 BA15-63 5,231 0,009 | 0,017 0,015 | 0,016 | 0,016 0,015 0,019
13 AB16-66 5,0.1 0,008 | 0,010 0,009 | 0,006 | 0,013 0,017 0,016
14 BA17-70 5,31 0,003 | 0,004 0,013 | 0,014 | 0,014 0,014 0,017
15 BA17-71 45 0,012 | 0,013 0,014 | 0,013 | 0,012 0,012 0,017
16 BB16-76 59| 0,013 | 0,010 0,006 | 0,007 | 0,007 0,005 0,005
17 BC18-78 4,0.| 0,027 | 0,027 0,030 | 0,030 | 0,031 0,034 0,039
18 AC18-83 4,15 0,049 | 0,052 0,063 | 0,053 | 0,056 0,052 0,055
19 BB19-90 5,6 | 0,014 | 0,011 0,007 | 0,009 | 0,014 0,008 0,008

20 BC21-104 4,8 | 0,006 | 0,008 0,007 | 0,008 | 0,013 0,009 0,010
21 AC21-106 6,2 | 0,021 0,021 0,026 | 0,017 | 0,013 0,015 0,015
22 AK1-3 6,0 | 0,019 | 0,017 0,015 | 0,015 | 0,019 0,016 0,021
23 AK1-5 4,7 | 0,151 0,157 0,163 | 0,171 | 0,151 0,179 0,182
24 AK4-180 51| 0,117 | 0,148 0,144 | 0,155 | 0,143 0,161 0,16
25 AK6-25 4,99| 0,007 | 0,015 0,025 | 0,026 | 0,026 0,027 0,030
26 AK7-31 3,81 0,058 | 0,073 0,072 | 0,072 | 0,082 0,093 0,091
27 AK7-32 4,1 | 0,029 | 0,033 0,037 | 0,039 | 0,041 0,042 0,046
28 BK9-43 5 0,002 | 0,000 0,001 | 0,003 | 0,005 0,017 0,002
29 BK10-45 4,6 | 0,013 | 0,013 0,012 | 0,012 | 0,011 0,010 0,016
30 BK10-46 4,7 | 0,026 | 0,021 0,018 | 0,018 | 0,017 0,017 0,018
31 BK11-49 4,8 | 0,061 0,056 0,042 | 0,038 | 0,042 0,050 0,054
32 BK12-52 4,6 | 0,018 | 0,018 0,018 | 0,018 | 0,021 0,025 0,023
33 BK13-53 4,6 | 0,026 | 0,024 0,03 0,025 | 0,028 0,027 0,027
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EK 3. Basillerin Safra Tuzlarina Diren¢ Deneylerine Ait Optik Yogunluk Sonuglari

Sira No |Bakteri No 0 30 60 90 120 150 180
1 AAIl-1 0,005 0,005 0,005 0,005 0,003 0,005 0,003
2 AAI1-2 0,006 0,009 0,013 0,013 0,019 0,020 0,026
3 AA2-3 0,010 0,009 0,010 0,012 0,013 0,017 0,018
4 AA4-8 0,021 0,025 0,023 0,026 0,026 0,031 0,041
5 AC3-10 0,019 0,016 0,020 0,027 0,035 0,035 0,050
6 AC3-11 0,013 0,014 0,013 0,014 0,014 0,016 0,019
7 AC3-13 0,033 0,038 0,040. 0,043 0,046 0,058 0,072
8 AC3-14 0,004 0,005 0,003 0,003 0,002 0,007 0,002
9 AC3-16 0,063 0,079 0,077 0,079 0,093 0,118 0,160
10 AB5-17 0,008 0,008 0,010 0,014 0,017 0,023 0,042
11 AB5-18 0,019 0,017 0,015 0,020 0,025 0,031 0,037
12 AB5-19 0,050. 0,057 0,055 0,056 0,059 0,060 0,066
13 AB5-20 0,004 0,010 0,011 0,010 0,011 0,014 0,025
14 AB6-21 0,006 0,006 0,008 0,007 0,007 0,010 0,014
15 ABG6-25 0,000. 0,004 0,004 0,005 0,005 0,007 0,010
16 AC3-27 0,002 0,003 0,004 0,004 0,007 0,010 0,017
17 AB7-30 0,002 0,003 0,004 0,006 0,004 0,008 0,012
18 AB7-31 0,003 0,002 0,005 0,007 0,011 0,016 0,034
19 AB7-32 0,024 0,025 0,024 0,026 0,028 0,032 0,033

20 AB7-33 0,019 0,019 0,026 0,026 0,028 0,031 0,035
21 AB7-34 0,024 0,027 0,029 0,034 0,039 0,048 0,052
22 AB7-35 0,013 0,016 0,013 0,015 0,018 0,016 0,017
23 BC8-36 0,001 0,009 0,012 0,014 0,017 0,016 0,036
24 ACB8-38 0,019 0,026 0,030 0,033 0,037 0,044 0,048
25 AC10-39 0,039 0,039 0,043 0,046 0,049 0,052 0,053
26 AC10-40 0,080 0,092 0,088 0,094 0,105 0,136 0,169
27 AC10-41 0,013 0,019 0,028 0,040 0,053 0,078 0,118
28 AC10-42 0,025 0,016 0,017 0,020 0,022 0,027 0,032
29 AC10-43 0,045 0,058 0,066 0,070 0,082 0,110 0,145
30 BC11-45 0,044 0,047 0,048 0,050 0,052 0,055 0,056
31 AC12-46 0,012 0,014 0,016 0,016 0,018 0,026 0,028
32 AC12-47 0,022 0,025 0,025 0,03 0,034 0,064 0,100
33 BC12-50 0,044 0,040 0,038 0,039 0,047 0,055 0,056
34 AAI13-51 0,015 0,020 0,027 0,031 0,045 0,065 0,100
35 AA13-53 0,036 0,033 0,036 0,040 0,043 0,050 0,060
36 AA13-55 0,010. 0,009 0,010 0,009 0,011 0,012 0,020
37 AA13-56 0,021 0,024 0,025 0,024 0,026 0,028 0,030
38 AA13-59 0,023 0,026 0,026 0,030 0,033 0,040 0,042
39 AA14-60 0,037 0,032 0,028 0,030 0,029 0,032 0,030
40 BB16-64 0,003 0,002 0,004 0,007 0,010 0,017 0,024
41 AB16-65 0,027 0,027 0,025 0,024 0,025 0,029 0,031
42 BB16-661 0,004 0,010 0,010 0,010 0,009 0,011 0,011
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Sira No |Bakteri No 0 30 60 90 120 150 180
43 AB16-67 0,037 0,039 0,042 0,045 0,049 0,052 0,62
44 AB16-68 0,039 0,041 0,040 0,042 0,048 0,051 0,055
45 AB16-69 0,021 0,016 0,017 0,017 0,017 0,022 0,030
46 AA17-72 0,027 0,028 0,026 0,026 0,028 0,029 0,031
47 AA17-73 0,048 0,048 0,047 0,057 0,065 0,075 0,084
48 AA17-74 0,010 0,014 0,013 0,013 0,016 0,015 0,018
49 BB16-75 0,028 0,028 0,028 0,035 0,044 0,050 0,059
50 AB16-77 0,009 0,011 0,011 0,012 0,010 0,014 0,015
51 BC18-80 0,015 0,017 0,017 0,019 0,023 0,024 0,023
52 BC18-81 0,005 0,009 0,008 0,009 0,010 0,015 0,020
53 AC18-82 0,011 0,021 0,029 0,027 0,035 0,040 0,053
54 AC18-84 0,032 0,034 0,037 0,038 0,044 0,045 0,051
55 AC18-85 0,018 0,023 0,023 0,027 0,029 0,032 0,034
56 AC18-86 0,045 0,062 0,062 0,064 0,067 0,071 0,077
57 AC18-87 0,020 0,025 0,024 0,024 0,026 0,029 0,029
58 AC18-88 0,019 0,015 0,018 0,022 0,025 0,027 0,032
59 AB19-93 0,026 0,028 0,030 0,028 0,027 0,029 0,029
60 AB19-94 0,045 0,047 0,047 0,049 0,055 0,057 0,063
61 AB19-95 0,046 0,050 0,052 0,050 0,052 0,053 0,052
62 AB20-96 0,030 0,034 0,038 0,048 0,060 0,078 0,105
63 AB20-961 0,018 0,020 0,029 0,031 0,040 0,039 0,043
64 AB20-97 0,011 0,014 0,016 0,017 0,020 0,026 0,028
65 AB20-98 0,047 0,053 0,065 0,070. 0,072 0,073 0,076
66 AB20-99 0,112 0,114 0,112 0,120 0,120 0,132 0,145
67 AB20-100| 0,027 0,029 0,030 0,030 0,037 0,041 0,042
68 AC21-101 0,065 0,072 0,072 0,065 0,075 0,096 0,112
69 AC21-102| 0,024 0,017 0,014 0,016 0,016 0,018 0,021
70 AC21-103 0,018 0,024 0,028 0,026 0,029 0,032 0,031
71 AC21-1031| 0,011 0,021 0,019 0,018 0,016 0,017 0,018
72 AC21-105| 0,027 0,029 0,029 0,031 0,034 0,043 0,048
73 AKI1-1 0,010 0,009 0,008 0,008 0,009 0,010 0,011
74 AK1-4 0,020 0,015 0,016 0,019 0,019 0,024 0,028
75 AK2-7 0,076 0,078 0,081 0,083 0,087 0,090 0,108
76 AK2-8 0,038 0,039 0,039 0,042 0,045 0,047 0,053
77 AK3-10 0,009 0,012 0,014 0,014 0,014 0,026 0,024
78 AK4-11 0,060 0,059 0,055 0,054 0,064 0,084 0,100
79 AK4-120 0,061 0,058 0,057 0,063 0,079 0,109 0,148
80 AK4-121 0,033 0,037 0,039 0,038 0,037 0,042 0,050
81 AK4-13 0,006 0,004 0,004 0,005 0,006 0,006 0,006
82 AK4-14 0,018 0,018 0,019 0,020 0,023 0,028 0,033
83 AK4-16 0,002 0,002 0,001 0,001 0,002 0,002 0,002
84 AK4-18 0,006 0,006 0,008 0,010 0,012 0,011 0,014
85 AK4-19 0,003 0,005 0,005 0,006 0,007 0,008 0,014
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Sira No |Bakteri No 0 30 60 90 120 150 180
86 AK4-20 0,016 0,017 0,017 0,017 0,020 0,025 0,029
87 AK4-21 0,008 0,006 0,006 0,007 0,005 0,008 0,011
88 AK5-22 0,036 0,036 0,034 0,039 0,044 0,061 0,066
89 AKS5-23 0,032 0,030 0,036 0,040 0,047 0,058 0,069
90 AK6-24 0,021 0,024 0,027 0,030 0,035 0,042 0,059
91 AK6-26 0,028 0,027 0,027 0,030 0,028 0,027 0,028
92 AK6-27 0,039 0,044 0,043 0,043 0,049 0,049 0,052
93 AK7-28 0,045 0,056 0,054 0,060 0,061 0,068 0,071
94 AK7-29 0,031 0,035 0,033 0,036 0,040 0,044 0,049
95 AK7-31 0,001 0,010 0,009 0,009 0,010 0,012 0,020
96 BK8-34 0,010 0,010 0,008 0,009 0,010 0,001 0,015
97 BKS8-35 0,025 0,027 0,029 0,027 0,026 0,027 0,028
98 BK8-36 0,043 0,043 0,047 0,054 0,057 0,063 0,085
99 BK9-38 0,013 0,012 0,012 0,016 0,017 0,021 0,025
100 BK9-39 0,061 0,058 0,058 0,059 0,056 0,061 0,067
101 BK9-40 0,013 0,012 0,012 0,014 0,018 0,024 0,036
102 BK9-41 0,010 0,009 0,011 0,012 0,013 0,016 0,019
103 BK9-42 0,016 0,011 0,013 0,013 0,013 0,013 0,013
104 BK10-44 0,025 0,026 0,030 0,031 0,035 0,040 0,048
105 BK10-47 0,009 0,018 0,018 0,019 0,017 0,038 0,035
106 BK10-48 0,016 0,017 0,017 0,018 0,020 0,026 0,036
107 BK11-50 0,003 0,003 0,004 0,005 0,006 0,005 0,012
108 BK11-51 0,025 0,022 0,022 0,028 0,026 0,030 0,036
109 BK13-54 0,024 0,037 0,028 0,032 0,041 0,038 0,040
110 BK13-55 0,015 0,016 0,014 0,017 0,016 0,020 0,022
111 BK13-56 0,028 0,025 0,031 0,036 0,038 0,047 0,060
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EK 4. Enterokoklarin Safra Tuzuna Direng Deneylerine Ait Optik Yogunluk Olgiim
Sonuglart

Sira No | Bakteri No 0 30 60 90 120 150 180

1 AB4-6 0,017 0,017 0,015 0,018 0,016 0,019 0,019
2 AC3-9 0,017 0,015 0,015 0,016 0,019 0,023 0,032
3 AC3-15 0,003 0,005 0,006 0,009 0,007 0,015 0,016
4 AB6-22 0,007 0,007 0,008 0,011 0,013 0,018 0,026
5 AB6-23 0,004 0,007 0,010 0,010 0,006 0,008 0,011
6 AB6-24 0,095 0,092 0,087 0,088 0,092 0,098 0,101
7 BB6-26 0,017 0,013 0,017 0,020 0,023 0,025 0,029
8 AB7-29 0,016 0,016 0,018 0,022 0,025 0,028 0,034
9 AC12-48 0,024 0,019 0,017 0,022 0,023 0,027 0,028
10 AA14-58 | 0,016 0,014 0,012 0,014 0,016 0,016 0,025
11 BA15-62 | 0,020 0,020 0,023 0,024 0,023 0,031 0,034
12 BA16-63 0,016 0,013 0,014 0,019 0,021 0,022 0,026
13 AB16-66 | 0,036 0,028 0,030 0,033 0,035 0,042 0,046
14 BA17-70 | 0,016 0,012 0,016 0,018 0,020 0,022 0,027
15 BA17-71 0,005 0,010 0,010 0,017 0,022 0,029 0,045
16 BB16-76 0,008 0,008 0,007 0,007 0,007 0,01 0,008
17 BC18-78 0,024 0,027 0,029 0,03 0,031 0,034 0,038
18 AC18-83 0,037 0,032 0,038 0,039 0,043 0,046 0,052
19 BB19-90 0,107 0,100 0,096 0,098 0,099 0,110 0,116
20 BC21-104 | 0,003 0,003 0,005 0,005 0,007 0,010 0,014
21 AC21-106 | 0,021 0,019 0,021 0,026 0,030 0,036 0,046
22 AK1-3 0,014 0,014 0,016 0,019 0,024 0,030 0,035
23 AK1-5 0,047 0,046 0,050 0,054 0,06 0,066 0,070
24 AK4-180 | 0,006 0,006 0,008 0,010. 0,012 0,011 0,014
25 AK6-25 0,012 0,010 0,012 0,016 0,017 0,019 0,020
26 AK7-31 0,053 0,058 0,056 0,056 0,058 0,059 0,068
27 AK7-32 0,034 0,036 0,037 0,041 0,044 0,053 0,063
28 BK9-43 0,000 0,002 0,003 0,005 0,007 0,009 0,012
29 BK10-45 0,024 0,018 0,018 0,023 0,025 0,032 0,034
30 BK10-46 | 0,041 0,043 0,041 0,045 0,042 0,046 0,047
31 BK11-49 | 0,009 0,010 0,013 0,013 0,016 0,021 0,022
32 BK12-52 | 0,012 0,014 0,015 0,017 0,019 0,023 0,027
33 BK13-53 0,007 0,013 0,014 0,015 0,016 0,028 0,034




EK 5. Laktobasillerin Tani1 Testi Sonuglari
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AC18-88 | L. agilis + | - |z| + | - - [ S S (i [T R N [T [T [ N (R (T (S -
AB19-93 | L.fermentum + - -+ + |+ e T - + | + | + - + - + |+ +’
AB19-94 | L. fermentum o T I I I I O o I R T I B I B B R I e I e
AB19-95 | L. fermentum S T e I e B e I N I (R NS I L N B B T
L. maltaromicus e s N o T T R N B A B2 B I (R (N [
AB20-96
AB20-961 | L. murinus B T I e = e A AR (N (N (NSRRI S R B R e e
AB20-97 | L. maltaromicus + | - -4z + | -+ + |+ |+ ++ |+ +] - -+ +|+]|+]-
AB20-98 | L. fermentum T e ([ (A (R (T U I R R A A R T
+ 9
AB20-99 | L.murinus + | - , + | - I L T i e e /2 I S I S I S /2 (I S N
AB20-100 | L. rhamnosus + | - |+ + | - - I e I e I e e I = S RS T R T RS
AC21-101 | L. maltaromicus B I I o T T T i i T e e T A /2 R AR AN (S
AC21-102 e
L. agilis S N I B e e e B T e T I I S IR A (A IS RS IS
AC21-103 | L. fermentum + | - S T o EU I S S T S I + |+ -+ -]+ +] -
AC21-1031 | L. maltaromicus + | - |+ |-z - - e T B B + |+ + | - |tz |+ |+ ]+ ]|+ ] -
AC21-105 ? + -+ |+ - - I B + |+ |+ |+ | - + - + | + | +
AK1-1 L.plantarum S T O S O i I O I (N AN (ST (NS IS IS (ST S S A B N




93

&
é’ 5} o |> [N
g % % % é‘“ & S| N N N — N — N

5 2S5 SIEEsE 2| 2Bl 82l Ey|2lElSg
§ sl ZIBISEEF (S| 5[ 7 7| 2|22 =% |42 ="

S Rl A =4 @)

<

AK1-4 L. maltaromicus + S e e e I I I I IR IR B IS I I I A
AK27 ? + - ; S N O I I R (A (R (R N (U (U S (O VR N R
AK2-8 ? + - B IR I S R N s A S S I O S I + |+ [+ |+
AK3-10 | L.plantarum S T e e e B I o I SO I S (N IR [ IR N I 2
AK4-11 | L. agilis e T I T T I o iy iy i iy
AK4-120 | L.plantarum + | - |+ - - e S I S I S T S I S I A B N N -
AK4-121 | L. murinus L N I I e e o T i o I S I A (R N R IS
AK4-13 | L. agilis o T T T e e B e I S I S (NS IS S B B S IS T I
AK4-14 | L. acidophilus B T I e o A = A S T IS IR IR NS IR [ IS (2 IR IR IR IR T R
AK4-16 | L. agilis o T T I (R A I i I (N (R (R A (T (R (R R S B T
AK4-180 | L. rhamnosus L B T T T I O o A S R R I Jf S+ |+ -
AK4-19 ? + - -+ - - U T S I S I S S I S T S A o I S R I S I S
AK4-20 lef ZZ;Z:M i S (R I T I R O I I ) T A O T L I i I A T A
AK4-21 ? + EUR I I I I /20 N o I O A A O /20 [ I S S S Y O O O A (o
AK5-22 | L.intestina L e B R B T B e T T T o i T S IO A R IS
AK23 | L.plantarum U [ 1 [ v (i B VRS (S I (N R I N I e Y T T e
AK6-24 L. fermentumm + | - Z + |+ |+ |tz 2|+ |+ |+ |+ |-+ |+ |+ -]+ |+z|+]|+]| -z
AK6-26 ? + - + |+ | + - - - + |+ |+ ]+ ]+ ]+ ]+ - - + |+ |+ |+ -
AK6-27 | L. rhamnosus S T T e e I e e (N I I I A A IS IR AR (NS (R
AK7-28 L. johnsonii e T e S S A S (S 0 N S I S I S
AK7-29 fhzzlsnejssul;bSp ) S T e e e e B B I I T T T i s S A R AR AR (R
BK8-34 | L. agilis o T T i R e e I I T T e e T i R A AR AR (R (R
BKS8-35 ? + | - |+ + |+ |+ |-+ |+ |+ |+ +|+ |+ |+ |+ O I B I
BKS-36 ? + | - - -+ - U I S (o T N S S B S /2 [ o N S I I
BK9-38 | L..fermentum S T T e e O e R A o A o AR A A N AT N I AR (N (R
K39 L. murinus + - -+ - - - + |+ |+ |+ |+ ]+ ]+ ]+ ]|+z]| - + - + | + -
BK9-40 L. plantarum + | - [+ | - - - U I S O S I S I S I S S A o (S
BK9-41 L. murinus + | - SO I S (T (R N S S N S S S A S A S A (R R S S+ -
BK9-42 | L. agilis S T 1 O e I e e I I I A A I AN N (ST AN (N (R
BK10-44 | L. murinus o DR R T S O (R o I S A S (N S [ IR (S R B T I
BK10-47 | L.agilis TN I I [ I I R U (N (R N (I N R R R 0 I T
BK10-48 lec:isei subsp. + | - |+ |4z - - N e T S O S I Sz |+ |+ -
BK11-50 | L.agilis E e I e I e L o T T i O o I (R AR S R IS
BK11-51 | L. agilis S T e B [ S O e e e I O I B S I I +72 + |+ |+ ]+ -
BK13-54 | L. casei e R I = e S A i R R R o o N R e e
BK13-55 ? + | - |+ |+ |+ | Ftz| -+ |+ |+ |+ |+ +]- Y | - -+ - -+ |+
BK13-56 | L. fermentum S O S T o O (U e o (T A S IS O [ AN N IS IS S IS S S
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Z CEZE|TE|RE|Ese B |ZE|E|3|E|2|2|E|5|B|E| %
. s D
AB4-6 E.f + - + + + + + I I o I T IS (R TR R -
AC3-9 ? + - + + + - + O I I (R I I (R I
AC3-15 E.c + - - + + - + SO [ S A (S I S N I S I +
AB6-22 E.s + - + + + + + - + |+ [+ [+ [+ +]+ ]|+ -
AB6-23 E.s + - + + + + + N IE R I I (U (IR I R -
AB6-24 Ef | + - + + + + |+ I T R e I (T I I
BB6-26 E. f + - + + + + + e I I S I IS (RN IR (S -
AB7-29 E.c + - + + + - + o B B I S I -
AC12-48 ? + - + + + + + - + |+ | + - - + | + + -
AA14-58 E.s + - + + + + + N T R I I B B -
BAI15-62 Em | + - + + + + + SO [ S A (S I S N (S I -
BA15-63 E.s + - + + + + + S I S I I S I S B B -
AB16-66 E.s + - + + + + + SO [ S A (S I S N (S B (= -
BA17-70 E.s + - + + + + + - + |+ [+ |+ ]+ ]+ |+ + -
BA17-71 E.s + - + + + + + S I S I I S I S B B -
BB16-76 E. f + - + + + + + SO [ S R (S I N (R S B -
BC1878 E.s + - + + + + + SO I I R S S B B -
ACI18-83 E.s + - + + + + + SO [ A (S I S N (R S I -
BB19-90 ? + - - - + + + S I S I I S IS S B B +
BC21-104 E.f + - + + + + + R -
AC21-106 | E.s + - + + + + + O o I N I IS B I B RSt
AK1-3 E.s + - + + + + + O I I R IR IS I IS I IS
AKI1-5 E.s + - + + + + + - + |+ |+ ]+ |+ |+ ]+ + -
AK4-180 E.c + - - + + - + e R B e -
AK6-25 E.s + - + + + + + SO I N I S R o B B -
AK7-31 E.s + - + + + + + N (T TR I I (U (IR I _
AK7-32 Em | + - - - + + + o S o IR IS I I
BK9-43 E.m + - + - + + + - + |+ [+ [+ [+ +]+ ]|+ -
BK10-45 E.s + - + + + + + S I S I I S I S B B -
BK10-46 E.s + - + + + + + - + [+ [+ [+ [+ ]+ ]+ + -
BK11-49 ? + -]+ o+ |+ - e e
BK12-52 E.s + - + + + + + SO [ A (S I S N (R S I -
BK13-53 E.s + - + + + + + SO [ S A (S I S N (S B (= -
E. faecalis + - + + + + + E I I I S v+ ]|+ |+ v
E. saccharolyticus + - + + | ND + + - IND|+ |+ |+ [ND|] + IND[ND| -
E. malodaratus + B - + | ND + + I I I VIR I D R O T v
E. cecorum + - + - | ND - + |-+ d]+] - al+ |+ -

E. f: E. faecalis, E.s: E. saccharolyticus, E. m:E. malodaratus, E. c: E. cecorum
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EK 7. Laktobasillerin Antibiyotik Duyarliliklari (zon ¢ap1, mm)

Suslar |AMC |AML| B C | CAR | DA | KF | NS | OFX | PB Va
AA4-8 40 | 39 | 267 | 332 | 428 30 33 - 18,4 - -
ABS-18 40 | 41,6 | 29 | 34 23 32 [368 | - 18 - -
AB6-21 | 445 | 40 | 29 | 31 44 34 36 - 17,5 - -
AB6-25 | 372 | 35 - | 303 | 33 104 | 21 - 31,6 - -
AB7-35 40 | 40 9 | 312 | 346 13 23 - - - -
AC8-38 42 | 35 16 | 32,7 | 385 33 297 | - 15 - 25
AC10-39 | 42 | 40 | 135 | 375 | 42 - 36,5 | - 24 - 27,5
AA13-53 | 45 | 396 | 274 | 36 | 386 30 36 - 15,5 - -
BB16-661 | 143 | 324 | 11,4 | 324 | 372 | 272 | 266 | - 242 - -
AB16-68 | 32 | 324 | 11,4 | 324 | 372 | 272 | 266 | - 24,2 - -
AAL17-73 | 39 | 398 | 25 | 284 | 40 252 | 31 - 13 - -
BB16-75 | 36 | 36 | 27 | 31 42 274 | 324 | - 9 - -
ACI8-85 | 44 | 41 13 | 308 | 47 36 33 - 12 - -
AB19-94 | 40 | 378 | 251 | 32 | 425 31 33 - 15 - -
AB20-96 | 34 | 332 | - 29 31 10 21 - 15,8 - -
AB20-100 | 39,8 | 36,8 | 25 31 40 26 31 - 11 - -
AC21-101 | 44,6 | 428 | 10,7 | 38 | 398 12 26 - 12 - -
AC21-103 | 40 | 396 | 28 | 31,6 | 41 30 | 328 - 14,8 - -
AK4-11 | 345 | 37 | 83 | 283 | 31 16,6 19 - 18,2 - -
AK4-120 | 40 | 38 | 26 | 33 41 31 33 - 15 - -
AK4-121 | 468 | 476 | 14 | 42 44 17 30 - - - -
AK4-14 42 | 38 | 30 | 326 | 448 | 164 | 36 - 18,4 - -
AK4-18 | 323 | 31,8 | 11 31 39,6 25 23 - - - -
AK5-22 40 | 37 | 273 | 317 | 432 31 23 - 16,1 - -
AK6-27 42 | 40 | 274 | 33 44 34 35 - 15 - -
AK7-28 38 | 425 | 83 | 335 | 348 10 | 24,1 - 13,8 - -
AK7-29 | 349 | 324 | 13,8 | 336 | 42 195 | 237 | - 243 - -
BK8-36 | 40,1 | 44 | 174 | 174 | 234 35 193 | - 19.4 - 28,4
BK9-38 40 | 39 13 36 42 8 32 - 39 - 26,5
BK9-39 | 40,8 | 408 | 19 | 32 43 - 34 - 20 - 28
BK9-40 | 34,7 | 32 11 29 | 397 31 238 | - 9,3 - -
BK9-42 38 | 206 | 16 | 37 | 215 | 152 17 - 16,5 - 243
BKI3-56 | 39,8 | 42 | 28,7 | 324 | 40 31 32,5 | - 15 - -
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EK 8. Enterokoklarin Antibiyotik Duyarliliklar1 (zon ¢ap1 mm)

Suslar | AMC | AML | B C |CAR| DA | KF | NS | OFX | PB A
AB4-6 | 364 | 16 9 30 | 31,5 | 10,7 | 225 - 14 - -
BB6-26 | 39 36 | 95 | 148 | 148 | 127 | 22 - 9.8 - -
AB7-29 | 356 | 34 | 109 | 284 | 31 12 | 227 - 13 - -

BAI5-62| 344 | 31 8 | 265 | 28 9 18,4 - 12 - -

BC18-78 | 382 | 38 10 32 38 11 23 - 16 - -
AK1-5 | 38 40 85 | 145 | 34 31 26 - 14,8 - 232
AK7-31 | 452 | 456 | 142 | 38 | 21,5 | 288 | 36 - 21 - -
AK7-32 | 184 | 358 8 25 | 294 | 12 | 214 - - - -
BK9-43 | 38 32 26 31 42 8,3 38 - 19 - -

BKI2-52| 38 33 8 30 32 11 | 215 - 13,3 - -




