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Bu calismada, fermente gidalardan, yeni dogan bebek gaitasindan ve vajinal
sekresyondan olmak {izere farkli kaynaklardan izole edilen 40 adet izolat kismi
karakterizasyonunun ardindan rastgele primerlerin kullanimi ile RAPD PZR islemine
tabi tutulmustur. RAPD profilleri farklilik gdsteren gram pozitif ve katalaz negatif
ozellikteki izolatlar 16S rDNA bdlgeleri PZR ile cogaltilip, tiriinlerin saflastirilmasi
sonrasinda 16S rDNA dizi analizleri yapilmistir. Dizi analiz sonuglarina goére toplamda
12 adet farkli laktik asit bakterisi (LAB) tanimlanmistir. Bu LAB’leri; Lactococcus
lactis OZH1, Pediococcus pentosaceus OZH2, Lactobacillus sakei OZH3,
Lactobacillus fermentum OZH4, Lactobacillus delbrueckii OZHS5, Enterococcus
faecalis OZH6, Enterococcus faecium OZH7, Lactobacillus plantarum OZHS,
Lactobacillus sakei OZH9, Lactobacillus brevis OZH10, Pediococcus acidilactici
OZH11 ve Lactobacillus helveticus OZH12 olarak tanimlanmis ve adlandirilmistir.
Yalnizca OZH2 susu bakteriyosin iireticisidir. Bu 12 adet sus ve Lactobacillus
plantarum susu probiyotik Ozellikleri arastirilmak {izere; antibiyotik duyarliliklari,
diisik pH ve pepsine karst direng Ozellikleri, pankreatin ve safra tuzuna direng
Ozellikleri ve de hemolitik aktiviteleri bakimindan testlere tabi tutulmustur. Tiim bu
testlerin sonucunda EFSA tarafindan belirlenmis probiyotik kriterlere uygun olan uygun
antibiyotik direnc¢ aralifinda, diisiik pH ve pepsine, pankreatine ve safra tuzuna direngli
olan ve de y-hemolitik aktivite 6zelligi gosteren suslar olarak OZH3 ve OZHS suslari
secilmistir. Bu iki sus in vivo ortamda gastrointestinal sistemden (GIS) transitlerinin
arastirilip canliliklarini koruyarak uygun oranlarda gecislerinin saptanmasinin ardindan
probiyotik olma yolunda gelecek vaad eden suslar olarak belirlenmistir.
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In this study, 40 isolates that isolated from different sources which as fermented food,
newborn faeces and vaginal secretions were subjected to RAPD PCR process with use
of random primers after their partial characterization. 16S rDNA sequence analysis of
the isolates showing differences in RAPD profiles and have gram positive and catalase
negative properties were performed after PCR amplification of the 16S rDNA region
and purification of the product. A total of 12 different lactic acid bacteria (LAB) were
identified according to the sequence analysis results. Theese LABs were defined and
named as Lactococcus lactis OZH1, Pediococcus pentosaceus OZH2, Lactobacillus
sakei OZH3, Lactobacillus fermentum OZH4, Lactobacillus delbrueckii OZHS5,
Enterococcus faecalis OZH6, Enterococcus faecium OZH7, Lactobacillus plantarum
OZH8, Lactobacillus sakei OZH9, Lactobacillus brevis OZH10, Pediococcus
acidilactici OZH11 and Lactobacillus helveticus OZH12. OZH2 strain is the only
bacteriocin producer among them. Theese 12 strain and Lactobacillus plantarum strain
have been subjected to tests for their antibiotic sensitivity, resistance to low pH and
pepsin properties, pancreatin and bile salt resistance characteristics and hemolytic
activity to investigate their probiotic properties. As a result of theese tests, OZH3 and
OZH8 strains were selected as showing the properties that appropriate antibiotic
resistance range, resistant to low pH, pepsin, pancreatin and bile salt and y-hemolytic
activity which is determined by EFSA in accordance with the probiotic criteria. These
two strains were identified as promising to be probiotic strains upon investigation of
transition from gastrointestinal interventions and determination of the passage in the
appropriate proportions maintaining the viability in vivo conditions.
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1. GIRIS

Probiyotikler, yeterli miktarlarda tiiketildiginde konak tizerinde olumlu etkiler olusturan
canli mikroorganizmalardir (Birlesmis Milletler Diinya Saglik Orgiitii Calisma Grubu
Gida ve Tarim Orgiitii). Probiyotik &zelliklere sahip bir ¢ok mikrobiyal tiir vardir.
Ancak en yaygin olarak kullanilan laktobasiller ve bifidobakterlerdir (Daly ve Davis
1998, Salminen vd. 1998, Caplice ve Fitzgerald 1999, Saarela vd. 2002, Leroy ve De
Vuyst 2004).

Probiyotik olarak kullanilan laktik asit bakterilerinin (LAB) sagliga yararli oldugu
inanciyla fermente triinlerde kullanimi yiizlerce yil dncesine dayanmaktadir. Yirminci
yiizyilin baglarinda Elie Metchnikoff, probiyotik olarak kullanilan LAB’leri {izerinde
ilk  caligmalar1  gerceklestirmistir. ~ Probiyotik  bakterilerden  Lactobacillus,
Bifidobacterium ve Enterococcus, ayrica bir maya olan Saccharomyces cerevisia
gidalara ilave edilen mikroorganizmalardir. Gidalarda tiiketilmelerini takiben normal
floranin bir parcasi olan bu mikroorganizmalarin sayist normal flora igerisinde hizla
artmistir. Bundan dolay1 giivenli olarak kabul edilmislerdir. Ayrica probiyotiklerin
saglik tizerindeki olumlu etkileri bircok hayvan modelli ¢alismada ve klinik

caligmalarda gosterilmistir (Federico vd. 2010).

LAB gastrointestinal sistem (GIS) florasinda dogal olarak bulunmaktadir ve bu
ozellikleri probiyotik olarak kullanilmalarinda avantaj saglamaktadir. Bununla birlikte,
tiretmis olduklar1 antimikrobiyal maddeler, intestinal mukozaya tutunma becerileri,
biyolojik aminleri iliretmemeleri, antibiyotik duyarliliklar1 ve mevcut pankreatik
enzimleri tolere edebilme yetenekleri giivenilir probiyotikler olarak kullanilmalarina
olanak saglamaktadir (Rubio vd. 2013). Probiyotiklerin olumlu etkilerini
sergileyebilmeleri i¢in GIS’e ulasan canli bakteri sayisinin yaklasik 108-10° kob olmast
gerekmektedir. Probiyotik susun GIS’e canli bir sekilde ulagabilmesi i¢in mevcut mide
asidi, pankreatik enzimler ve olumsuz ¢evre kosullarina direngli olmas1 gerekmektedir.
Ayrica bir mikroorganizmanin probiyotik olarak kabul edilebilmesi i¢in probiyotik
secim kriterlerine (patojenik olmamasi, genetik olarak kararli olmasi, immiinomodiilatér

etkilere sahip olmasi, GIS ortam sartlarina direncgli olmasi, fermentasyon agamalarindaki



islemlere ve raf omrii siliresince bulundugu saklama kosullarina dayanikli olmasi gibi)
sahip olmas1 gerekmektedir. LAB dogal olarak GIS florasinda bulundugundan ve uzun
yillardir giivenli bir sekilde fermente gidalarin iiretiminde kullanildiklarindan en 1yi
probiyotik adaylar1 olarak kabul edilmektedirler (Saarela vd. 2000, Vizoso-Pinto vd.
2006). Giiniimiizde birgok LAB susu probiyotik olarak tanimlanmis ve kullaniliyor
olmasma ragmen ticari amacglara uygun mikroorganizmalarin dogal kaynaklardan
izolasyonu yeni ve daha etkin probiyotiklerin elde edilmesi i¢in en giiclii araglardan
biridir. Bu nedenle dogal nitelikli yeni ve etkin probiyotik suslarin izolasyonu daima

Onem arz etmektedir.

Bu caligmada farkli kaynaklardan (fermente gida iiriinleri, yeni dogan bebek gaitasi,
vajinal sekresyon) laktik asit bakterileri izole edilerek bu bakteriler tanimlanmigtir. Sus
diizeyinde tanimlanan bakterilerin probiyotik secim kriterlerine uygunluklar1 ve bazi
probiyotik ozellikleri arastirilmistir. Caligmalar sonucunda probiyotik kriterlere uygun
oldugu belirlenen ve bazi probiyotik 6zellikleri tasidigr diisiiniilen Lactobacillus sakei
OZH3 ve Lactobacillus plantarum OZHS8 suslarmin GIS’den canli olarak gecisleri

(transit) belirlenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Probiyotik Bakteriler

2.1.1 Probiyotiklerin tanim ve tarihcesi

Patojen bakterilerin vermis oldugu zararli etkilerden dolay:1 hastaliklara neden oldugu
yillardir kabul edilen bir goriis haline gelmistir. Bununla beraber, giliniimiizde
mikroorganizmalarin diger mikroorganizmalarla antagonistik iligkisinin anlagilmasina
dair yapilan ¢alismalarin artmasi sonucunda bazi hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde
antagonistik etkiye sahip mikroorganizmalarin kullanilabilecegi diistintilmiistiir. Bu
nedenle dogal olan probiyotikler {lizerinde yapilan calismalara da ayni oranda ilgi
artmaya baslamistir (Kopp-Hoolihan 2001, Ouwehand vd. 2002, Broussard ve Surawicz
2004,Vanderhoof ve Young 2005, Floch ve Montrose 2005).

‘Probiyotik’ terimi 1960’larda tanitilmistir. Probiyotik kelimesi Latince “pro” ve “bios”
kelimelerinden tiiretilmis ve “yasam i¢in” anlamina gelmekte olup uzun yillardir
kullanilan bir kelimedir (Gomes ve Malcata 1999) ve antibiyotik teriminin anlamca

karsitidir.

Ik olarak “probiyotik” terimi Nobel &diillii arastirict Elie Metchnikoff” un ¢aligmalar
sonucunda dile getirilmistir. 19. yy. baslarinda Metchnikoff Bulgar koyliilerinin uzun
yasamalarinin kullanmis olduklar1 fermente siit liriinlerine baglamis ve belirli bakteri
tiirlerinin  gastrointestinal sistemde olumlu etkilere neden olabilecegi teorisini ileri
stirmiistiir. (Kopp-Hoolihan 2001, Sanders 2003). 1954 yilinda Ferdinand Vergin
tarafindan “Anti- und Probiotika’’ adli makalesinde “probiyotik” terimini kullanilmisgtir.
1965 yilinda ise Lilly ve Stillwell probiyotikleri mikroorganizmalar tarafindan iiretilen

biiylimeyi tesvik ve stimiile edici olarak tanimlamislardir.

Fuller 1989 yilinda, probiyotik terimini daha kabul goren bir hale getirmis ve
probiyotiklerin bireylerin intestinal mikroflorasint koruyan canli mikrobiyal gida

icerikleri olarak tanimlamistir (Fuller 1989). FAO ve WHO ise 2002 yilinda



probiyotikleri, uygun miktarlarda alindiklarinda konuk¢u sagligi {izerinde olumlu
etkileri olan canli mikroorganizmalar olarak tanimlamislardir ve ayn1 zamanda bunlarin
GRAS (genel olarak giivenli bilinen) sistemine uygun olmasi gerektigini bildirmislerdir.
Giiniimiizde ise probiyotikler insan ve hayvan sagligi tizerinde olumlu etkileri olan gida,
yem ya da gida katki maddelerine ilave edilen canli mikrobiyal preparatlar olarak
tanimlanmaktadir. Probiyotiklerin bagirsak mukozasinda tutunma bolgeleri i¢in rekabet
ederek patojen mikroorganizmalarin epitel hiicrelerine tutunmasini engellemeleri,
bakteriyosin olarak bilinen antimikrobiyal maddeler iiretmeleri ve sindirim i¢in gerekli
bazi enzimleri salgilayarak sindirime yardimci olmalar1 ayr1 bir 6zellikleridir

(Bengmark vd. 2003).

Probiyotik bakteriler farkli maya ve bakteriyel suslar1 igermektedir. Gliniimiizde birgok
mikroorganizma probiyotik olarak kullanilmaktadir. Probiyotik olarak kullanilan
organizmalar igerisinde en Onemli grubu LAB olusturmaktadir (Schaafsma 1996).
LAB’nin c¢ok uzun yillardan beri fermente gidalarin iiretiminde kullanilmasi ve bu
gidalarla birlikte tiiketilmesi LAB’nin GRAS kabul edilmesini saglamigtir (Caplice ve
Ray 1992, Wood ve Holzapfel 1995, Wood 1997, Fitzgerald 1999, Abriouel vd. 2012).
LAB grubu lactobasil, 16konostok, pediokok, streptokok, laktokok ve bifidobakteri gibi
cinsleri icermektedir. LAB gastrointestinal sistem (GIS) florasinda dogal olarak
bulunmaktadir ve bu Ozellikleri probiyotik olarak kullanilmalarinda avantaj
saglamaktadir. Bununla birlikte, {iretmis olduklar1 antimikrobiyal maddeler, intestinal
mukozaya tutunma becerileri, biyolojik aminleri tiretmemeleri, antibiyotik duyarliliklar
ve mevcut pankreatik enzimleri tolere edebilme yetenekleri gilivenilir probiyotikler
olarak kullanilmalarina olanak saglamaktadir (Rubio vd. 2013). Laktik asit bakterileri
laktik asit fermantasyonuyla olusturduklar iirlinlerin cinsine gore iki gruba ayrilirlar;
Homofermentatif laktik asit bakterileri ve Heterofermentatif laktik asit bakterileri.
Homofermentatif bakteriler (6r: Lactobacillus acidophilus) nadiren laktik asit tiretirken,
heterofermentatif bakteriler karbondioksit, ethanol veya asetik asit iiretmektedirler

(Drinan vd. 1976, Prescott vd. 1987, Halkman vd. 1991).

LAB gastrointestinal sistem (GIS) florasinda dogal olarak bulunmaktadir ve bu

ozellikleri probiyotik olarak kullanilmalarinda avantaj saglamaktadir. Bununla birlikte,



tiretmis olduklar1 antimikrobiyal maddeler, intestinal mukozaya tutunma becerileri,
biyolojik aminleri iiretmemeleri, antibiyotik duyarliliklar1 ve mevcut pankreatik
enzimleri tolere edebilme yetenekleri giivenilir probiyotikler olarak kullanilmalarina

olanak saglamaktadir (Rubio vd. 2013).

2.1.2 Probiyotiklerin giivenilirlik ve secim kriterleri

Probiyotik olarak kullanilacak mikroorganizmalarda bazi Ozellikler aranmaktadir.
Gtivenilir olmali, kullanildigi insan ve hayvanda yan etki olusturmamalidir. Probiyotik
bir mikroorganizmanin tanimi i¢in zorunlu kriterler LABIP (Laktik Asit Bakteri
Endiistriyel Platformu) tarafindan belirlenmistir (Guarner ve Schaafsma 1998,
Ewaschuk ve Dieleman 2006). Buna gore probiyotik potansiyeli tasiyan

mikroorganizmalar:

1)insan orjinli olmalidur.

2)Patojen ve toksijenik 6zellik igermemelidir.

3)Gastrik asit ve safra tuzuna direng gostermelidir.

4)Bagirsak epitel dokularia tutunmalidir.

5)Gastrointestinal sistemde olsa siirekliligini devam ettirebilmelidir.

6)Antimikrobiyel bilesikler iiretebilmelidir.

7)immiinomodiilatér etkilere sahip olmalidir.

8)Metabolik etki kabiliyeti olmalidir (kollesterol asimilasyonu, laktaz aktivitesi,
vitamin tiretimi).

9) Patojenlerin reseptorlere tutunmasina engel olmalidir.

10)Genetik olarak kararli mikroorganizmalar olmalidir.

11)Teknolojik siireclere dire¢ gdstermelidir.

Ayrica probiyotiklerde gida alerjilerine ve patojenlere karst immiin sistemi
giiclendirmesi, aktarilabilir antibiyotik diren¢ genlerine sahip olmamasi ve daha
sayllmayan benzer pek cok Ozellik de aranmaktadir. Probiyotik suslarin seg¢iminde
dikkat edilmesi gereken Onemli kriter ise kullanilacak susun canli formda

hazirlanabilmesi ve gastrointestinal sisteme ulasana kadar karsilagsmis oldugu kosullar



altinda canliligi1 devam ettirebilmesidir. Kullanilacak sus, gidalarda ve klinikte
kullanilmast agisindan giivenilir olmali, intestinal ekosisteme canli olarak ulagabilmeli,
canliligmi devam ettirmeli, stabilitesini korumali ve antimikrobiyal maddeler
iiretebilmeli ayrica klinik olarak dogrulanmis ve belgelenmis saglik iizerinde olumlu
etkiler gosterebilmelidir. Probiyotik suslarin insan kdkenli olmalarimin 6nemi son
zamanlarda tartigma konusu olmustur. Ancak en gilincel basarilt probiyotik suslarin
insan kaynakli oldugu belirtilmistir. LAB dogal olarak GIS florasinda bulundugundan
ve uzun yillardir giivenli bir sekilde fermente gidalarin liretiminde kullanildiklarindan
en iyi probiyotik adaylari olarak kabul edilmektedirler (Saarela vd. 2000, Vizoso-Pinto
vd. 2006). Gliniimiizde birgok LAB susu probiyotik olarak tanimlanmis ve kullaniliyor
olmasina ragmen ticari amagclara uygun mikroorganizmalarin dogal kaynaklardan
izolasyonu yeni ve daha etkin probiyotiklerin elde edilmesi i¢in en gii¢lii araclardan
biridir. Bu nedenle dogal nitelikli yeni ve etkin probiyotik suslarin izolasyonu daima
onem arz etmektedir. Pek ¢ok farkli kaynaktan laktik asit bakterisi izole edilebilir.
Farkli kaynaklar, farkli profilde mikrobiyotalara sahiptir. Yani farkli kaynaklardan
farkli tiirde laktik asit bakterileri izole edilebilir. Fermente gida {irtinlerinde genellikle
laktokok, laktobasil, pediokok, streptokok ve lokonostok cinsilerine ait laktik asit
bakterileri bulunurken klinik izolatlar ve gaita Orneklerinde daha cok enterekoklar,
laktobasiller ve bifidobakteriler bulunmaktadir. Ayrica probiyotik olarak kabul edilen
Saccharomyces mayali ekmek ve alkolli ickilerde, Aspergillus ise soya sosunda

bulunmaktadir.

Farkli kaynaklardan izole edilen LAB’lerinin probiyotik olarak adlandirilabilmesi i¢in,
suslarin tanimlanmasinin hemen sonrasinda bahsedilen belirlenmis probiyotik se¢im
kriterlerine sahip olup olmadiklarinin belirlenmesi amaciyla farkli testlere (in vitro ve in
vivo testler, hayvan deneyleri ve GRAS olarak belirlendikten sonra goniilliilerde insan

caligmalar1) tabi tutulurlar.

Probiyotik iirlin olusturmak amaciyla yeni cins ve tiirlerin se¢ciminde FHO/WHO
tarafindan Onerilen, uyulmas: zorunlu gilivenlik kriterlerine dikkat edilmesi
gerekmektedir. Glivenilir bir probiyotik se¢iminde en dnemli kriter, susun tanimlanmis

olmasidir. Bu amagla DNA-DNA hibridizasyonu veya 16S rRNA dizi analiz teknikleri



yaygin olarak kullanilmaktadir. Probiyotik 6zellik gosteren bir bakteri, patojen suslara
da sahip bir tiiriin {iyesi ise detayl bir klinik taninin yapilmasi gerekmektedir. Dikkat
edilmesi gereken bir diger giivenlik kriteri de, antibiyotik diren¢ genlerini tasiyip
aktarabilen ve intestinal sistemde mukozal yapiya zarar veren suslarin probiyotik olarak

kullanilmamasidir (Anonymous 2001).

2.1.3 Probiyotiklerin yararh etkileri

Probiyotiklerin saglik lizerindeki olumlu etkileri uzun yillardan beri bilinmektedir.
Gidalarin genellikle pastorize edilerek kullanildigi giiniimiizde Metchnikoft” un 1900’
li yillarin basinda yogurt tiiketimine saglik acisindan dikkat ¢cekmis olmasini daha da
anlamli hale getirmektedir. Intestinal floradaki bakterilerin saglik acisindan dnemleri
giiniimiizde daha iyi anlagilmis durumdadir. Bu baglamda yapilan arastirmalar saglikli
bir yasam siirmek, viicut direncini arttirmak, intestinal diizensizliklerle ve hastaliklarla
miicadele etmek i¢in probiyotik {iriin tiiketimini 6nermektedir (Laurens-Hattingh ve

Viljoen 2001).

Probiyotiklerin insan ve hayvan sagligi lizerinde ¢ok sayida olumlu etki sergiledigi iyi
bir sekilde anlagilmistir. Probiyotiklerin agizdan alimi yararli mikroorganizmalarin
gelismesini stimiille eder ve patojenlerin miktarin1 azaltir, boylelikle konakg¢inin
intestinal mikrobiyal dengesi diizenlenir ve gastro-intestinal hastaliklarin riski azalir
(Fuller 1989, Chiang ve Pan 2012). Bunlarin yani sira, belli intoleranslarda azalmaya
(laktoz intoleransi gibi), gidalarin biyoyararliliginin artirilmasina ve duyarl bireylerde

alerji yayilisinin engellenmesi veya azaltilmasina katki saglamaktadir (Isolauri 2001,
Chiang ve Pan 2012).

Probiyotiklerin antimutajenik, antikarsinojenik, hipokolesterolemik, antihipertansif,
anti-osteoporoz ve immiinomodiilatdr etkilerinin de bulundugu rapor edilmistir (Chiang
ve Pan 2012). Bununla beraber probiyotikler inflammatuar bagirsak hastaliklari,
irritabl bagirsak sendromu, kolit, alkolik ciger rahatsizligi, kabizlik semptomlarinin
azaltilmasi, kolon, ciger ve gogiis kanserleri gibi hastaliklarin riskinin azalmasina katki

saglamaktadir (Prado vd. 2008). Crohn rahatsizligi (CD) ve iilseratif kolit (UC) gibi



inflamatuar bagirsak hastaliklar1 (IBH) intestinal bdlgede inflamasyon gelistiren kronik
hastaliklardir. Bu hastaliklar gelismis iilkelerde artan bir yayilis gostermektedir.
Genetik, ¢evresel ve immiinoregiilator faktorlerin yani sira enterik mikrobiyotanin da

onemli bir rol oynadig1 goriilmektedir.

Probiyotiklerin 6zellikle Lactobacillus salivarius’un, kronik gastrit, peptik iilser ve
mide kanseri ile yakindan ilgisi oldugu bilinen Helicobacter pylori’nin aktivitesini ve
kolonizasyonunu engelleme yetenekleri arastirilmistir. Insan ve hayvanlarla yapilan
deneme sonuglar1 probiyotiklerin veya probiyotik son iriinlerinin H. Pylori
enfeksiyonlarini durdurabilecegini gostermistir (Kabir vd. 1997, Aiba vd. 1998,
Michetti vd. 1999, Sanders 1999, McNaught ve MacFie 2001).

Yapilan arastirmalar kanser hastaligi iizerinde beslenmenin 6nemli bir etken oldugunu
gostermektedir (Williams ve Wynder 1996). Buna karsin probiyotik bakterilerle
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 vd. 1999).
Probiyotiklerin genel olarak bilinen yararli etkilerinden bazilarini maddeler halinde

siralayacak olursak;

1)Diyare ve bunun gibi intestinal rahatsizliklar1 dnleyici ve iyilestirici etkileri vardir,

2)Ornegin antibiyotik terapisinden sonra normal intestinal mikrofloray1 yeniden
diizenleyici etki gosterir,

3)Intestinal mikrofloraya pozitif etki gosterir,

4)B vitamini iireticisidirler,

5)Kolesterolii diizenlerler,

6)Intestinal pH’y1 diizenlerler,

7)Bagirsak fonksiyonlarinda gelismeye yardimci olurlar,

8)Toksik bilesenlere kars1 etki gosterirler,

9)immiin cevabi stimiile ederler.



Hatakka vd. (2001) arastirmalarinda, uzun siireli probiyotik siit kullanimimin giindiiz
bakim evindeki ¢ocuklarda cok sik goriilen solunum yollar1 ve gastrointestinal
enfeksiyonlar {izerindeki etkilerini ¢ift kontrolli denemelerle incelemislerdir.
Aragtirmada elde edilen sonuglara gore L. rhamnosus GG katilarak verilen siitii tiikketen
cocuklarda rotavirustan kaynaklanan diyarenin siddetinin azaltildigi, antibiyotik
kullanimindan kaynaklanan diyarenin ise 6nemli 6l¢iide 6nlendigi tespit edilmis, ancak
solunum yolu enfeksiyonlarinin 6nlenmesinde daha az etkili oldugu belirlenmistir.
Laktobasiller vajina normal florasinin en énemli grubunu olusturmaktadir (Ocafia vd.
1999). Bu bakterilerin, iiretmis olduklar1 bakteriyosin, laktik asit ve hidrojen peroksit ile
patojenlerin  kolonizasyonuna engel olduklart birgok arastirmaci tarafindan
vurgulanmistir (McFarland ve Elmer 1997, Sénmez vd. 1999, Reid 2000, Cakir ve
Cakmake1 2002). Yapilan ¢alismalarin biiyiik ¢ogunlugu probiyotik bakterilerin vajina
ici uygulamalar seklinde yapilmis olmasina karsin; agiz yoluyla alinan L. Acidophilus
iceren {irlinlerin Candida albicans enfeksiyonlarinin tekrarlanma oranini azalttig1 tespit
edilmistir (Shalev vd. 1996, Murray 1998). Urogenital enfeksiyonlarin énlenmesinde,
diyetle birlikte alinan probiyotik {iriinlerinin roliinii kanitlamak icin plasebo kontrollii

denemeler yapilmasi gerekmektedir.

Probiyotiklerin biitiin bu yararli etkileri arasinda laktoz intoleransini diizenleyici etkisi
onem tasimaktadir. Laktoz intoleransi probiyotik iiriin kullanimi ile tedavi edilebilecek
cok Onemli bir saglik sorunudur. Bu sorun laktozun laktaz ile parcalanip
sindirilememesi sonucu ortaya ¢ikan bir bozukluktur. Cerrahi operasyon, bagirsak
diizensizlikleri ve antibiyotik tedavisi gibi faktorler viicudun laktaz {retimini
azaltabilmektedir. Laktozu kullanan bakteriler ve olusturduklart yan {irlinler karin
kramplari, bulanti, diyare ve kusmaya neden olmaktadir. Lactobacillus, Bifidobacterium
ve Streptococcus gibi laktaz pozitif probiyotik bakteri tiirleri, genellikle pastorize siit
driinlerine 1ilave edildiklerinde bu {irlinlerdeki laktoz sindirimini arttirmaktadirlar

(Murray 1998, Sanders 1999, Rolfe 2000).

Probiyotik bakterilerin immiinomodiilator potansiyelleri; diyareden alerjiye kadar

degisiklik gosteren g¢esitli kompleks rahatsizliklardaki onleyici ve iyilestirici 6zellikleri



acisindan giderek artan bir ilgi uyandirmaktadir. Fakat klinik c¢aligmalar tamamen

pozitif degildir.

Intestinal floranin probiyotik bakteri tiiketimiyle desteklemesinin saglik iizerindeki
olumlu etkileri uzun yillardir bilinmektedir. Bu dogrultuda yapilan arastirmalarda; daha
saglikli bir yasam siirmek, viicut direncini artirmak, intestinal diizensizliklerle ve
hastaliklarla miicadele etmek i¢in probiyotik tiiketiminin gerekli oldugu klinik

deneylerle ispatlanmistir (Laurens-Hattingh ve Viljoen 2001, Sullivan ve Nord 2005).

Probiyotiklerin bahsettigimiz biitiin bu olumlu etkilerini sergileyebilmeleri i¢in GIS’e
ulagsan canli bakteri sayisinin yaklasik 108-10° kob/mL olmast gerekmektedir.
Probiyotik susun GIS’e canli bir sekilde ulasabilmesi icin mevcut mide asidi, pankreatik

enzimler ve olumsuz ¢evre kosullarina direngli olmasi gerekmektedir.
2.1.4 Probiyotiklerin etki mekanizmasi

Gilinlimiizde probiyotiklerin etki mekanizmalarimi nasil gergeklestirdikleri halen bir
tartisma konusudur. Probiyotiklerin molekiiler mekanizmalarinin 6nemli rol oynadig
diisiiniilmektedir. Probiyotiklerin molekiiler mekanizmalariyla ilgili birgok hipotez,
deneysel verilirle desteklenmektedir. Ancak bu konudaki ¢alismalar heniiz yetersizdir.
Bu mekanizmalarin daha iyi anlagilmas1 farkli klinik verilerin yorumlanmasina yardim
edecek ve 0Ozel uygulamalar1 hedefleyen klinik ¢alismalar i¢in en uygun probiyotik
suglarin se¢imine yardimci olacaktir. Probiyotiklerle iligkili saglik iddialar1 konusundaki
endiistriyel ilgi, konakg¢1 probiyotik interaksiyonlar: lizerindeki molekiiler aragtirmalari
tetikleyen en Onemli etkendir. Bu mikroorganizmalarin hiicre yiizey molekiilleri ve
ektraselliler = komponentleri, konakg¢iya  etkileri  agisindan  calisilmaktadir.
Probiyotiklerin yararli etkilerinin cogu GIS’de meydana gelir. GIS mikroplariyla direk
etkilesimde bulunan dendritik hiicreler (DH) ve intestinal epitel hiicreleri (IEH) gibi
hiicreler Toll-like reseptorleri (TLR) gibi farkli pattern taniyan reseptorlere (PRR)
sahiptir. PRR’ler lipopolisakkarit (LPS), flagellin, lipoteikoik asit (LTA), peptidoglikan
gibi bakteriyel ylizey molekiillerinde ama ayn1 zamanda bakteriyel DNA’da da meydana
gelebilen mikroorganizma-kaynakli molekiiler paternleri (MAMP) tanir. Bir MAMP ve
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PRR arasindaki interaksiyon sonug olarak IEH’lerde miisin iiretimi, sitokin ekspresyonu
veya DH’lerde antijen prezentasyonu i¢in molekiillerde artisa neden olan bir sinyal
basamagiyla sonuglanir. Konakg¢inin spesifik bir hiicresinin karsilagilan mikroplara kars1
tepkisi tek bir MAMP-PRR etkilesimiyle degil ama birgok MAMP-PRR etkilesimiyle
belirlenir. Probiyotik bakteriler, ¢esitli MAMPIler igerdiginden, bunlarin kullanimi bu
MAMP-PRR etkilesimlerini modiile edebilir ve uyarlayabilir.

Gram pozitif olan probiyotik laktobasiller, spesifik hiicre duvar polisakkaritleri,
peptidoglikan (PGN) ve LTA’ler gibi MAMP’lere sahiptirler. Bu MAMP’ler ¢ok farkli
lactobaciller tarafindan iiretiliyor gibi gériinmesine ragmen, kimyasal yapilar1 polimer
kompozisyon, uzunluk ve siibstitlisyonlar agisindan suslar arasinda farklilik gdsterebilir

ki bu da probiyotiklerin sus spesifikligini kismen agiklar (Bron vd. 2013).

Probiyotikler genel anlamda bagirsak mukozasinda tutunma bolgeleri i¢in patojen olma
potansiyeli tasityan mikroorganizmalarin epitel hiicrelerine tutunmasini engeller ve
patojene kars1 bakteriyosin etkisini gdstermektedir. Probiyotiklerin IBHdaki etkinligini
aciklayabilen veriler bulunmaktadir. Son zamanlarda IBH’li olgularin bagirsak
liimeninde bulunan antijenlere, 6zellikle kommensal bakterilere ve onlarin iiriinlerine
karst agresif bir immiin cevabin gelisti§ini gosteren bir¢cok kanit elde edilmistir

(Obermeier vd. 1999).

Probiyotiklerin konagi intestinal sistem bozukluklarina karsi nasil korudugunu
aciklamaya calisan bir¢ok mekanizma bulunmaktadir. Muhtemel etki mekanizmalari
(Salminen 1998, Salminen 1999, Rolfe 2000, Forestier vd. 2001, Rastall vd. 2005)
asagida belirtilmistir.

1. Inhibe edici maddeler iireterek: Probiyotikler, Gram pozitif ve Gram negatif
mikroorganizmalar {izerinde etkili bircok madde iretmektedir. Bunlardan bazilari
organik asitler, hidrojen peroksit, bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri maddelerdir.

2. Tutunma bolgelerini bloke ederek: Probiyotikler tutunma bdlgeleri icin

patojenlerle rekabete girerek, intestinal sistemde yerlesmelerini engellemektedirler.
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3. Besin maddeleri igin rekabet: Probiyotikler patojenler i¢in de gerekli olan besin
maddelerini tiiketerek, onlarin sistemde uzun siire kalmasini1 engellemektedirler. Ancak
bu mekanizmanin kanitlanabilmesi i¢in in vivo verilere gereksinim duyulmaktadir.

4. Toksin reseptorlerinin yikimi: Bu mekanizma hayvanlarda S. boulardii’ nin
intestinal mukozada bulunan Clostridium difficile’ nin toksin reseptorlerini
pargalayarak konakg¢iyr korumasi nedeniyle ortaya atilmistir (Castagliuola vd. 1999).

5. Bagisiklik sistemini giiclendirmesi: Son yillarda yapilan ¢alismalar probiyotiklerin
spesifik ve spesifik olmayan bagisiklik sistemini giiclendirerek intestinal hastaliklara
kars1 konak¢iyr korudugunu ortaya koymustur (Fukushima vd 1998). Bu mekanizma
tam olarak aydinlatilamamis olmasina ragmen spesifik hiicre duvart komponentlerinin
veya hiicre ylizeylerinin adjuvant etki gosterdigi ve humoral immun yanit1 gii¢clendirdigi

diistiniilmektedir.

2.1.5 Probiyotiklerin kullanim alanlari

Cok sayidaki hastalik tiirlerinde probiyotiklerin etkisi arastirilmaktadir. Helicobacter
pylori enfeksiyonu; Helicobacter pylori (H. pylori) karsinojenik potansiyeli olan, {ilser
hastaligima yol acan bir enfeksiyon hastaligidir. In vitro calismalarda birgok
Lactobacillus tiirinlin H.pylori’nin gastrik mukozal adezyonunu ve ¢ogalmasini

azalttig1 gosterilmektedir (Penner vd. 2005).

[rritabl Bagirsak Sendromu (IBS); IBS, en sik goriilen fonksiyonel GI sistem
hastaligidir. Tedavide amag¢ semptomlarin (rahatsizlik hissi, agr, siskinlik, gaz, gayta
yapmak igin aciliyeti) ortadan kaldirilmasidir. Yapilan calismalar probiyotiklerin IBS
tedavisinde kullaniminin faydali olabilecegini diisiindiirmektedir. Kim ve arkadaslar
ishal agirhikli IBS’da VSL#3 kullanilmas: ile rahatsizhigm ve siskinligin azaldigin
gostermektedir (Kim vd. 2003). O’Mahony ve arkadaslarinin yaptig1 diger bir calismada
ise plasebo grubu ile L. salivarius veya B. infantis alan grup karsilastirildiginda, L.
salivarius alan grupta plasebo ile benzer yakinmalar devam ederken, B. infantis alan

grupta semptomlarda azalma oldugu gorilmiistiir (O’Mahony vd. 2005).
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Ishaller; Probiyotikler giiniimiizde antibiyotik iliskili ishaller, infeksiydz etkenlere bagl
ishal tedvisinde kullanilmaktadir. Yapilan birgok klinik ¢aligmada oral olarak alinan
probiyotiklerin kolonda kolonize olarak patojen mikroorganizmalarin sayisini azalttigi
ve ishal gelisimini onledigi gosterilmistir. Infeksiydz etkenlere baglh ishalde de
probiyotikler olduk¢a sik kullanilmaktadir. Ozellikle cocuklarda akut enfeksiydz
ishallerin baglica sebebi olan rotavirlis enfeksiyonlarinda kullanilan Lactobacillus
GG’in enfeksiyon siiresini kisalttigin1 gostermistir (Van Niel vd. 2002). Diger E. coli
tiirleri ve Vibrio cholerae’ya bagli ishal tedavilerinde probiyotiklerin etkili oldgu
gosterilememistir. Yetigskin gastroenteritlerinde de probiyotik kullaniminin daha az

etkili oldugu bilinmektedir (Brown vd. 2004).

Immiin Sistem Fonksiyonlarinin Korunmasi; L. casei, L. acidophilus ve B. bifidus, IgA
saliimint arttirarak mukozal immiin cevabi kuvvetlendirirler. Cok sayida calismada
mitojenlere kars1 dalak hiicrelerinde T ve B lenfosit ¢ogalmasini artirdiklari, sitokin

cevabini etkiledikleri ve patojenlerin fagositozunu artirdiklar: gosterilmistir.

2.2 Prebiyotikler

Prebiyotikler, secici olarak kolonda bulunan bakteri tiirlerinin gelisimini ve/veya
aktivitesini stimiile ederek konaga yararli etkiler saglayan, sindirilemeyen gida
igerikleridir. Prebiyotiklerin kullanimi, probiyotiklerden daha yaygindir. Bir gida
iceriginin bir prebiyotik olarak degerlendirilebilmesi i¢in asgari kriterler;
gastrointestinal sistemin {ist kisminda emilimi ger¢eklesmeli ve hidrolize direncli
olmalidir, kolonda bulunan laktobasiller ve bifidobakteriler gibi yararli bakteriler igin
secici bir substrat olmalidir, kolonik mikroflorayr daha saglikli bir komposizyona
cevirebilmelidir (Gibson ve Roberfroid 1995). Prebiyotikler, normal bagirsak
mikroflorasindaki tiirlerin gelisimini, disardan alinan tiirlere gore daha fazla stimiile
etmek amact ile kullanilir. Prebiyotikler, 1siya dayaniklilik, oksijenden (0O2)
etkilenmeme ve dogal probiyotik florayr destekleme Ozelliklerini icermelidir.
Oligosakkaritler, prebiyotik smiflandirmast icin  gerekli tim bu kriterleri
karsiladiklarindan, en 6nemli prebiyotik bilesikler olarak kabul edilmektedir (Rycroft
vd. 1999).
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Probiyotik ve prebiyotik bilesimi ise simbiyotik olarak tanimlanmaktadir. Bir¢ok
calismada simbiyotik tiikketiminin oral yolla alinan probiyotik veya prebiyotige oranla

daha yiiksek oranda tedavi edici 6zellik gosterdigi belirtilmektedir (Kiebling vd. 2002).

2.3 Fonksiyonel Gidalar

Fonksiyonel gidalar son yillarda hayatimizin 6nemli bir parcasi haline gelmistir.
Insanlarin fonksiyonel gidalara yonelmesiyle birlikte endiistriyel anlamda yeni
probiyotik/sinbiyotik lriinlerin gelistirilmesini igeren c¢alismalarda artis hizli bir artig
meydana gelmistir. Antibiyotikler, hastaliklarin tedavisi yaninda gida koruyucusu
olarak da yaygin bir kullanim alanina sahiptir. Giiniimiizde gerek antibiyotik direnci
gelisimi ve gerekse saglik iizerinde olusturdugu olumsuz yan etkiler nedeniyle,
antibiyotiklerin kullaniminin sinirlandirilmasi, fonkisyonel gidalara olan ilgiyi
artirmistir (Collins ve Gibson 1999). Fonksiyonel gidalar (probiyotik ve prebiyotik) esas
olarak, temel besleme islevi yaninda, tiiketici sagligin1 destekleyen ve immiin sistemi

gliclendiren gidalardir (Gibson 1998, Playne vd. 2003).

Tliim arastirmalar dogrultusunda sonug¢ olarak probiyotiklerin insan sagligi ilizerine
olumlu etkilerinin anlagilmasiyla bu tiriinlerin gelistirilmesi ve tiiketimi diinya ¢apinda
hizla artmaktadir. Probiyotiklerin insan sagligina herhangi bir zarar vermemesi yani
giivenli olarak kullanimi gerekmektedir. Bu 0Olgiide probiyotiklerin giivenilirligi ve

patojeniteleri ile ilgili bir takim kaygilarda belirtilmistir (Famularo vd. 1997).

Probiyotiklerin hakkindaki kaygilar; endokardit, gastrointestinal sistemde toksik etkiler
olusturmas1 ve gastrointestinal sistemde sahip olduklar1 diren¢ genlerini aktarabilmeleri
seklinde siralanabilmektedir. Probiyotik bakterilerin direng genlerini gastroinstestinal
sistemde istenmeyen bakteri populasyonlarina transfer etmesi gida giivenirligi agisinda
istenmeyen bir faktordiir (Wassenaar ve Klein 2008). Bundan dolay1 kullanilacak olan
suslarin aktarilabilir direnclilik genlerine sahip olmamas1 baslica kriterler arasinda yer

almaktadir.
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Gliniimiizde laktik asit bakterileri ile ilgili mevcut bilgiler bunlarin giivenli oldugu
yoniindedir. Bilindigi kadariyla enfeksiyona neden olan probiyotik bakterilerin bugiine
kadar iki raporu mevcuttur. Hipertansiyon ve diabetes mellitus O0ykiisii olan yaglh bir
kadmin karaciger absesinden izole edilen L. rhamnosus GG’den farki olmayan L.
rhamnosus susudur (Rautio vd. 1999). Diger durumda ise yash bir erkekte endokartite
neden oldugu One siiriilen probiyotik L. rhamnosus susudur (Mackay vd. 1999).
Probiyotiklerin canli olmayan formlarinin saglik {izerine yararh etkileri oldugu da 6ne
stiriilmektedir. Bagirsak mikroflorasinin bilesim ve aktivitesindeki olumsuz degismeleri
minimum diizeye indirmek ve bunun bireye olan etkilerini sinirlamak i¢in gelistirilen
diyetetik yontemler i¢inde Oncelikle probiyotiklerin kullanilmasinin yaninda, 6zellikle
son yillarda bu mikroorganizmalarin  gelismesini tesvik etmek amaciyla

prebiyotiklerden de yararlanilmaktadir (Fuller ve Gibson 1998).
2.4 intestinal Mikroflora

Insan viicudunda, organlarda ve yiizeylerde bulunan toplam mikrobiyel hiicre sayis
(10%%-10") karyotik hiicre sayisimn yaklasik 10 kati kadardir (Gorbach vd.1967).
Intestinal flora, oldukca yiiksek bir popiilasyona yani 400°den fazla bakteriyal tiir igeren
bir ekosisteme sahiptir (Luckey ve Floch 1972). Mide-bagirsak sisteminin igeriginde yer
alan trilyonlarca mikroorganizma yaklasik 1,5 kg gibi bir kitle degerindedir. Bir baska
ifade ile kolonda diskida 1x10™ kob/ g bakteri bulunmaktadir. S6z konusu flora iiyeleri,
bagirsak savunma mekanizmasinda 6nemli rol oynarlar (Collins ve Gibson 1999). Buna
ek olarak gastrointestinal flora, patojenlere karsi dogal bir bariyer olusturarak immiin
sistemi ve bagirsak hareketlerini stimiile eder (Hentges 1992). Sindirim sistemindeki
mikrobiyal yiik ve g¢esitlilik beslenme sekli, bagisiklik, pH, yas ve antimikrobiyal
bilesenler gibi bir¢ok faktére bagli olarak degisiklik gostermektedir (Fooks vd. 1999).
Sindirim sisteminde bulunan mikroorganizmalarin dagilimi mide, duodenal, jejunal,
ileal, c¢ekal, kolonik, rektal ve fekal mikroflorada farklilagsmaktadir. Midede ¢ok az
mikroorganizma bulunurken bagirsagin sonlarina dogru sayida artis gézlenmektedir.
Mide ve ince bagirsagin biiyiikk bir kisminda kolonizasyon bu bolgedeki asidite
yiiziinden smirhdir. Kalin  bagirsaktaki  mikroorganizma sayisi 1012’ye kadar

yiikselmektedir (Ballongue 1993). Sindirim sisteminde bulunan bakteri florasinin %
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90’1 veya daha fazlas1 Bifidobacterium, Lactobacillus ve Bacterioides cinslerine dahil
anaerob bakteriler tarafindan olusturulmaktadir. Floranin diger iiyeleri; Enterococcus ve
Streptococcus cinsinde yer alan tiirler ile Clostridium, Staphylococcus, Pseudomonas
gibi patojen bakteriler, kiifler ve Candida cinsi mayalardir (Salminen vd. 1998, Fonden

vd. 2000, Dethlefsen vd. 2006).

Probiyotikler, bagirsaklarin mikrobiyal populasyonunun yararli etkilerini destekleyen
canli mikroorganizmalardir (Holzapfel ve Schillnger 2002). insan intestinal sisteminde
laktik asit bakterileri (LAB) dogal olarak meydana geldigi i¢in intestinal suslar 6zellikle
ticari amagla kullanilmak {izere probiyotik olarak gelistirilmektedir (Pinto vd. 2006).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bakteriler

Bu c¢alismada probiyotik ozellikleri arastirilmak tizere 3 - 18 ay aralifinda 3 farklh
annesi veya kendisine antibiyotik verilmemis olan bebekten alinan gaita 6rneklerinden,
menopoza girmemis, herhangi bir dogum kontrol yontemi ile korunmayan ve 3 ay siire
icerisinde antibiyotik kullanmayan 3 bayanin vajinasindan alinan smear drneklerinden
ve Tirkiye’nin 3 farkli ilinin farkli il¢elerinden saglanan ve ticari olmayan fermente
gida {iriinerinden izole edilen 39 adet bakteri 6rnegi ve bunlara ek olarak daha onceki
bir ¢alismada 12 aylik bir bebek gaitasindan izole edilip molekiiler teknikler neticesinde
Lactobacillus plantarum olarak tanimlanan Ankara Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji

Boliimii, Mikrobiyal Genetik Laboratuvari’ndan temin edilen sus kullanilmistir.

Indikatdr bakteri olarak kullanilan suslar (Listeria innocua, Listeria monocytogenes,
Bacillus subtilis ATCC 21332, Enterococcus faecium ATCC 6057, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Leuconostoc mes. subsp. dextranicum NRLL 3469,
Lactobacillus plantarum NCDO 955) ise Ankara Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji

Boliimii, Mikrobiyal Genetik Laboratuvari’ndan temin edilmistir.

Probiyotik 6zellikleri arastirilmak {izere izole edilen suslarin gelisimi ve izolasyonu i¢in
de Man Rogosa Sharpe (MRS) (Merck) besiyeri kullanilmigtir. Bu besi ortamina ait ve
calismanin diger asamalarinda kullanilan indikator bakterilerin gelistirildigi diger besi
ortamlarina ait kimyasal bilesenler EK 1’de belirtilmistir.

3.1.2 Bakteri kiiltiirlerinin aktivasyonlari

Calismada kullanilan bakteri kiiltiirleri uygun besiyerinde 37°C’de 18 saat

gelistirilmistir.
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3.1.3 Bakteri kiiltiirlerinin saklanmasi

Bakteri kiltlirleri uygun sivi besiyerinde 18 saat gelistirildikten sonra eppendorf
tiiplerine alinarak 10.000 rpm’de 90 saniye santrifiij edilmistir. Daha sonra hiicreler 1
ml steril serum fizyolojik (% 0.85 NaCl) ile 2 kez yikandiktan sonra %50 lik steril 1 ml
gliserol ¢ozeltisinde -80°C’de saklanmistir (Todorov vd. 1999).

3.1.4 Tampon ve cozeltiler

Calismada kullanilan tampon ve ¢6zeltilerin hazirlanist EK 2°de verilmistir.

3.1.5 Cozelti ve malzemelerin sterilizasyonu

Caligsma stiresince kullanilan tiim cam malzemelerin, pipet uglarinin, tampon, ¢ozelti ve
besiyerlerinin sterilizasyonu i¢in otoklav (Niive, Tiirkiye) kullanilmistir (121°C’de 15
dakika, MRS; 121°C’de 12 dakika).

3.1.6 Molekiiler markorler

Bu ¢alismada kullanilan molekiiler markorler EK 3’de verilmistir.

3.1.7 Deney hayvanlarimin temini

Calisma kapsaminda kullanilan 8 haftalik erkek BALB/c tiirii fareler, Kobay DHL
A.S.’den (Tiirkiye) temin edilmis ve Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlari
Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi’nde (GUDAM, Tiirkiye) barmdirilmistir.
Deney hayvanlarinin barindirildiklar1 odanin 1sis1 klima yardimi ile 22 + 1°C olacak
sekilde, nem orami ise %40-60 oraninda sabit tutulmustur. Odanin camlar1 1s1k
gecirmeyecek sekilde olup aydinlik-karanlik dongiisii otomatik olarak denetleyici bir
cihaz ile 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik olacak sekilde ayarlanmistir. Deney
hayvanlari i¢in kullanilan yemler ise 6zel olarak deney hayvanlari i¢in liretilmekte olup

(Harlan, Barcelona, Ispanya) deneklere herhangi bir kisitlama olmadan verilmistir. Su
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ihtiyaglar1 i¢in ise yine herhangi bir kisitlama olmadan ¢esme suyu kullanilamigtir.
Suluklar hepafiltreli 6zel kafes sistemlerinde kafese disaridan baglanmistir. Caligmalar
icin gerekli olan etik kurul karar1 ve Deney Hayvanlar1 Kullanim Sertifikas1 ise EK

4’te verilmistir.
3.2 Yontem
3.2.1 Farkh kaynaklardan orneklerin toplanmasi

Gida ve insan kaynakli 6rneklerden aseptik kosullara dikkat edilerek alinan numuneler,
uygun kosullarda laboratuvar ortamina getirilerek ayni giin igerisinde LAB izolasyonu

i¢in kullanilmustir.
3.2.2 Farkh kaynaklardan bakterilerin izolasyonu

Laboratuvar ortaminda numuneler steril kaplarda net agirliklar1 10 g olacak sekilde
tartilarak veya 10 ml olacak sekilde ayarlanarak iizerlerine 90 mL steril fizyolojik sivi
(SF;% 0.85 NaCl ) ilave edilmistir. SF ile homojenize edilen bu 6rneklerin 107
diizeyine kadar dillisyonlar1 hazirlanmis ve bu dilusyonlardan 100 pL alinarak MRS
agar besiyerine yayma ekim yontemiyle tiger paralel olacak sekilde ekimleri yapilmistir.
Ekim yapilan petriler 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmis ve bu siire sonunda farkli
morfolojilerdeki koloniler segilerek steril 6ze yardimi ile MRS broth besiyerine
aktarilmis ve 24 saat daha inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun ardindan izolatlarin
tanimlanmas1 amacina yonelik karakterizasyon testleri ve ileriki ¢aligmalarda

kullanilmak {izere izolatlar stoklanarak -80°C’de muhafaza edilmistir.
3.2.3 izolatlarin karakteizasyonu
3.2.3.1 izolatlarin kismi karakterizasyonu

Izolatlarin morfolojik ve fizyolojik 6zellikleri incelenmistir (Lyhs 2002).
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3.2.3.1.1 Basit boyama

37°C’de 18 saat gelistirilen her bir izolattan ayr1 ayr1 5-10 pL alinarak her biri temiz
birer lam tizerine homojen bir sekilde yayilmistir. Bu 6rnekler havada kurutulduktan
sonra alevden 3-5 kez gegirilerek fiksasyon islemleri gerceklestirilmistir. Fikse edilen
orneklerin lizerine metilen mavisi (Merck, Darmstadt, Germany) damlatilarak 5 dakika
beklenmis ve ardindan distile su ile yikanan lamlar kurumaya birakilmistir. Kuruyan
lamlarin lizerine immersiyon yagi damlatilarak bakterilerin hiicre morfolojileri 1000X

biiyiitmeli 151k mikroskobunda (ZEISS AxioCam MRc5 Imager system) gozlenmistir.

3.2.3.1.2 Gram boyama

37°C’de 18 saat gelistirilen kiiltiirler basit boyamada belirtildigi gibi temiz lamlarin
tizerine hazirlanmistir. Daha sonra Gram kristal viyole soliisyonu (Sigma, Gram
Boyama Kiti, Isvigre) ile 1 dakika muamele edilen lamlar ¢cesme suyuyla yikanmistir ve
Gram iyodin soliisyonu (Sigma, Gram Boyama Kiti, Isvigre) damlatilarak 1 dakika
beklenmis ve ardindan ¢esme suyu ile tekrar yikanan lamlar dekolorizer soliisyonu
(Sigma, Gram Boyama Kiti, Isvigre) ile 30 saniye dekolorize edilmistir. Son olarak
Gram safranin soliisyonu (Sigma, Gram Boyama Kiti, Isvicre) ile 1 dakika muamele
edilen lamlar ¢esme suyu ile yikanarak kurumaya birakilmistir. Immersiyon yag
damlatilan lamlarin reaksiyon sonuglari 1000X biiyiitmeli 151k mikroskobunda (ZEISS
AxioCam MRc5 Imager system) gézlenmistir. Mavimsi mor bir renk olusumu var ise
kiiltiirler Gram-pozitif, pembemsi kirmizi renk olusumunda ise kiiltiirler Gram-negatif

olarak degerlendirilmistir.

3.2.3.1.3 Katalaz testi

Katalaz testi i¢in, MRS agar ortamina ¢izgi ekim yapilarak 37°C’de 24 saat gelistirilen
kolonilerin iizerine H,O; (Merck, Darmstadt, Germany) damlatilmis ve ylizeyde hava
kabarciginin olusup olusmadigi gozlemlenmistir. Calismada pozitif kontrol olarak
Bacillus subtilis ATCC 21332 susu kullanilmistir (Harrigan ve McCance 1976). Gaz

c¢ikisi gozlemlenen izolatlar katalaz-pozitif olarak degerlenmistir.

20



3.2.3.2 izolatlarin genotipik karakterizasyonu

Izolatlarn  genotipik karakterizasyonunun belirlenebilmesi igin oncelikle farkli
primerlerle RAPD PZR profilleri ¢ikartilmis ve her izolat icin bu profiller
karsilagtirilmistir. Farkli profil gosterdigi gozlemlenen izolatlar icin ise 16S rDNA dizi
analizi yapilarak izolatlarin genotipik karakterizasyonu tamamlanmistir. Hem RAPD
PZR hem de 16S rDNA gen bolgesinin PZR’de cogaltilabilmesi i¢in ise Oncelikle

izolatlardan genomik DNA izolasyonu gerceklestirilmistir.

3.2.3.2.1 Genomik DNA izolasyonu

DNA izolasyonu; bakterilerin lize edilmesi, proteinlerin uzaklastirilmasi, DNA’nin
coktiiriilmesi ve temizlenmesi asamalarindan olusmaktadir. DNA izolasyon yontemi
icin 37°C’de 18 saat gelistirilen aktif kiiltiirlerden 1,5 mL almarak 13200 rpm’de 1
dakika santrifiij edilerek silipernatant uzaklastirilmistir. Aymi islem ayni tiiplerin
icerisine ayni kiiltiirii ekleyerek birer kez daha tekrarlanmistir. Elde edilen pelletin
(hiicreler) iizerine 200uL spheroblast tamponu eklenerek 37°C’de 10-15 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan 50uL lizis tamponul ve
arkasindan 50uL lizis tamponu2 eklenerek 65°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. Daha
sonra Orneklerin lizerine 100puL N3 tamponu eklenerek vortekslenmis ve buz iizerinde 5
dakika inkiibe edilmistir. Buz iizerinden alman bu 6rnekler +4°C’de 13200 rpm’de 15
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonucunda elde edilen 400uL siipernatant yeni
temiz bir eppendorf tlipiine aktarilmis ve tizerine 400uL izopropanol eklenerek 5 dakika
oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Bunun ardindan o6rnekler oda isinda, 16000g’de 15
dakika santrifiijlenerek siipernatant uzaklastirilmistir. Pellet 100uL %70’lik ethanol ile
yikanmis ve oda sicakliginda 16000g’de 5 dakika santrifiij sonrasinda siipernatant
uzaklastirilarak elde edilen pellet kurumaya birakilmistir. Pellet iyice kuruduktan sonra
50uL PZR suyu icerisinde ¢oziilerek daha sonraki asamada kullanilmak {izere -20°C’de

saklanmustir.
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3.2.3.2.2 Saflik ve miktar tayini

Izole edilen DNA numunelerinin saflik ve miktar tayinleri NANODROP (Wilmington,
USA) spektrofotometrede (2ul DNA ile) 3 paralel okuma yapilip bu degerlerin
ortalamasi alinarak belirlenmistir. DNA numunelerinin okunmasi i¢in kontrol olarak
PZR suyu kullanilarak 260nm, 280nm, 260nm/280nm, 260/230nm degerleri 6l¢iilmiis
ve DNA numunelerinin konsantrasyonlari ng/ul olarak belirlenmistir (Sambrook ve
Russell 2001). DNA 6rneklerinin safliklarinin kontrolii i¢in belirlenen OD260/0D280
degeri 1.8 ise numune saf olarak kabul edilmistir. Daha yiiksek degerler icin RNA, daha

diisiik degerler i¢inse protein kontaminasyonu oldugu dikkate alinmistir.

3.2.3.2.3 Agaroz jel elektroforezi

PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi ig¢in %1,5°1ik jel hazirlanmistir. Agaroz jelin
hazirlanmasi igin Oncelikle 1,5gr agaroz 100 ml 1X Tris-Borik asit-EDTA (TBE,
Merck) elektroforez tampon igerisinde mikrodalga firn kullanilarak ¢oziilmistiir.
Sicaklig1 yaklasik 40°C’ye kadar indirilen jele % 2 Etidyum bromit (10 mg/ml) ¢ozeltisi
eklenmis ve homojen bir karisim saglandiktan sonra elektroforez plakalarina aktarilip,
taraklar yerlestirilmis ve bir saat jelin polimerizasyonu i¢in beklenmistir. Bu siire
sonunda elektroforez tanklarma, jelin ylizeyini kapatacak sekilde “tampon ¢ozelti”
(IXTBE) ilave edilmistir. Ardindan taraklar ortamdan uzaklastirilarak jel yiikleme
kuyucuklarinin olusumu saglanmistir. Agaroz jelde yiiriitiilecek olan PZR iiriinlerine
yikleme boyas1 eklenerek mikropipet yardimi ile jel kuyucuklarina yiikleme
yapilmustir.  Elektroforez 100V’de yiikleme boyasi jeli terk edene kadar
gerceklestirilmistir. Yiikleme boyasi jeli terk ettikten sonra akim kesilmis ve agaroz jel
Kodak Jel Goriintiilleme (Gel Logic 200 Imaging System) cihazina yerlestirilerek 365
nm dalga boyunda UV 1s1k altinda incelenmis ve fotograf ¢ekimleri gergeklestirilmistir.
PZR iirliniiniin markdrii olarak 100b¢ — 10KB ticari markér (BIO BASIC INC.)
kullanilmistir. Bahsedilen agaroz jel elektroforez yontemi ¢alismada hem 16S rDNA
bolgesinin PZR {iriinii, hem de RAPD PZR iirliniinii yiiriitmek i¢in ayni sekilde

uygulanmustir.
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3.2.3.2.4 lzolatlarm RAPD (Randomly Amplified Polimorphic DNAs) PZR
profillerinin belirlenmesi

RAPD yonteminin temel prensibi genomik DNA iizerinde rastgele se¢ilmis tek bir 9-10
b¢ oligoniikleotidin diisiik baglanma sicakliginda tesadiifi olarak baglanarak PZR ile
cogaltma yapmasidir. PZR {iriinlerinin agaroz jelde yiiriitiilmesi sonucu jel goriintiileri

karsilagtirilarak izolatlarin ayn1 veya farkli klon olup olmadig1 hakkinda bilgi edinilir.

Calismada genomik DNA’lar {izerinde farkli bolgelere baglanacak ve rastgele se¢ilmis
olup ticari olarak saglanan OPA1, OPA7, OPAS8 ve OPA16 primerleri kullanilmistir. Bu
amag icin 200uL’lik PZR tiipiine son hacim 25uL olacak sekilde sirasiyla 14,175uL
PZR suyu, 2,5uL standart taq buffer (Promega, USA), 4uL 25mM MgCl,
(Promega,USA), 0,2uL 25mM deoksiniikleotidtrifosfat (ANTP, Promega, USA), 1uL
10mM primer (her reaksiyon i¢in farkli bir primer kullanilir), 0,125pL standart taq
DNA polimeraz enzimi (Promega, USA) ve son olarak da 3pL kalip DNA eklenmistir.
PZR islemi ‘Gradient PCR Thermocycler/Eppendorf’ cihazinda gergeklestirilmistir.
PZR tiipleri cihaza yerlestirilereck 94°C’de 5 dakika 6n denatiirasyonun ardindan bir
dongiisii 94°C°de 30 saniye denatiirasyon, 35°C’de 1 dakika primer baglanmasi ve
72°C’de 1 dakika 45 saniye uzama basamaklarindan olusan toplam 34 dongii iceren bir

protokol izlenmistir. Son olarak 72°C’de 8 dakika ilave uzama basamagi uygulanmistir.

3.2.3.2.5 izolatlarin 16S rDNA dizi analizi ile genotipik karakterizasyonu

16S rRNA yontemi ile bakterilerin tanimlanmasi; DNA izolasyonu, izole edilen
DNA’nin saflik ve miktar tayini, 16S ileri (5’-3’) ve 16S geri (3’-5’) primerleri
kullanilarak izole edilen uygun saflik ve miktardaki DNA’nin PZR’de cogaltilmasi,
cogaltilan DNA’nin baz dizi sirasinin belirlenmesi ve bu siranin, veri tabaninda bulunan
mikroorganizmalara ait baz dizi siralart ile karsilagtirilarak isimlendirilmesi
asamalarindan olusmaktadir (Sanger vd. 1977, Lane vd. 1985, Saitou ve Nei 1987,
Edwards vd. 1989, Wang vd. 1996, Miiller 2000, Roy vd. 2000, Escalante vd. 2001,
Roy vd. 2001, Sambrook ve Russell 2001, Yeung vd. 2002).
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3.2.3.2.5.1 16S rDNA bolgesinin PZR ile cogaltilmasi

Calismada kullanilan bakteri kiiltiirlerinden izole edilen genomik DNA 6rnekleri
tizerindeki 16S rDNA bolgelerini ¢ogaltmak amaciyla sirasiyla 9-27 ve 1492-1510
pozisyonlarma karsilik gelen 16S ileri (1F) (5 GAG TTT GAT CCT GGC TCA G 3’)
ve 16S geri (5R) (5° GGT TAC CTT GTT ACG ACT T 3’) primer ¢ifti kullanilmistir
(Beasley ve Saris 2004, Osborne vd. 2005). Bu amacla 200uL’lik PZR tiipiine toplam
hacim 50uL olacak sekilde sirasiyla 14uL steril PZR suyu, 6ul 5X KCL tamponu
(Promega, USA), 4uL 2,5 mM deoksiniikleotidtrifosfat (ANTP, Promega, USA)
karisimi, ikisinden de ayr1 ayr1 6uL 10pmol 168 ileri ve geri primerleri, 6uL 50 iinite
Taq DNA polimeraz enzimi (Promega, USA), 3uL 25mM MgCl, (Promega, USA) ve
5uL kalip DNA ilave edilmistir. PZR islemi ‘Gradient PCR Thermocycler/Eppendorf’
cihazinda gerceklestirilmistir. PZR tiipleri cihaza yerlestirilerek bir dongiisii 94°C’de 1
dakika denatiirasyon, 58°C’de 1 dakika primer baglanmasi ve 72°C’de 1 dakika 45
saniye uzama basamaklarindan olusan toplam 34 dongii iceren bir protokol izlenmistir.

Son olarak 72°C’de 10 dakika ilave uzama basamag: uygulanmistir.

3.2.3.2.5.2 16S rDNA PZR iiriiniiniin agaroz jelden alinarak saflastiriimasi

Agaroz jelde yiiriitilmiis olan 16S rDNA gen bolgesi fragmentleri DNA dizi
analizinden Once ticari olarak temin edilen ‘agaroz jel DNA ekstraksiyon kiti’ (Roche,
USA) ile saflagtirilmistir. Islem, kit kullanim kilavuzu uygulanarak gerceklestirilmistir.
16S rDNA PZR f{iriiniinii iceren bolge UV 1s1k altinda kesilerek jelden alinmis ve darasi
alinmis olan steril mikrosantrifiij tliplerine aktarilarak hassas terazide Olclimleri
yapilmustir. Her 100mg jel igin 100uL agaroz ¢dzme tamponu eklenmis ve 58°C’de 10
dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon esnasinda numuneler 2-3 dakikada bir
vortekslenmistir. Inkiibasyonun ardindan numuneler 14000rpm’de 1 dakika santrifiij
edilmis ve santrifiij neticesinde membranli eppendorflara aktarilmistir. 1 dakika oda
sicakliginda beklendikten sonra 14000rpm’de 1 dakika santrifiij edilmis ve membranin
altinda kalan s1v1 atilmistir. Kolona 700pL membran yikama soliisyonu eklenerek tekrar
14000rpm’de 1 dakika santrifiij edilmis ve yine sivi kisim atilarak 500pL membran
yikama soliisyonu daha eklenmis, 14000rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Stvi kisim
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uzaklagtirilmis olan kolon temiz bir eppendorf tiipiine alinarak 50uL niikleaz icermeyen
su eklenmis ve 1 dakika oda sicakliginda beklenmistir. Son olarak 14000rpm’de 1
dakika santrifiijiin ardindan elde edilen saflastirilmis 16S rDNA PZR {iriiniinii igeren
stvi fazin bir miktar1 kullanilarak agaroz jel elektroforezinde (%1,5) safligi kontrol

edilmis ve kalan ileriki calismalar igin -20°C’de saklanmustr.

3.2.3.2.5.3 16S rDNA dizi analizi

PZR iiriinlerinin dizi analizleri Refgen Biyoteknoloji (ODTU Teknokent/Ankara)
tarafindan yapilmistir. Dizi analiz sonuglari, BLAST (Basic Local Alingment Search
Tool) programi kullanilarak veri tabaniyla karsilagtirilmig, tarama sonucu aranan dizi
sirasinin hangi mikroorganizmaya ait olabilecegi, benzerlik yiizdesiyle belirlenmistir
(Altschul vd. 1997, Tang vd. 1998). BLAST, aranan dizi sirasini (niikleotid veya amino
asit) veri tabaninda bulunan mikroorganizmalara ait baz dizileri ile karsilagtirarak ayni
veya en yakin olan dizi sirasinin ait oldugu mikroorganizmayi, % yaklasimla veren bir

bilgisayar programidir.

3.2.4 Suslarin bakteriyosin iiretim 6zelliklerinin belirlenmesi

Suslarin  bakteriyosin {iretiminden sorumlu olup olmadigini belirlemek amaciyla
37°C’de 18 saat gelistirilen kiiltiirlerden 1mL alinarak 12.000rpm’de 10 dakika santrifij
edilmistir. Elde edilen siipernatantlar pH degerleri 7°ye ayarlanip 0.22um capli (Milex,
Milipore) filtrelerden geg¢irildikten sonra 100°C’de 5 dakika kaynatilarak antimikrobiyal
aktivitenin belirlenmesinde kullanilmigtir. Uygun besiyerlerinde 18 saat gelistirilen
indikator bakteriler ve patojen suslar %0,1 oraninda olacak sekilde 5 ml yari-kati
besiyerine eklenmistir. Kat1 besiyerine indikatorlerin bulundugu yari-kati besiyeri
yayillmistir. Bakteriyosin aktivitesine sahip olup olmadigina bakilmak istenen
orneklerden 5 pl olacak sekilde nokta ekim ile ekim yapilmistir. Petriler 37°C’de 18 saat
inkiibasyona birakilmistir. 18 saat sonucunda inhibisyon zonu olup olmadigi kontrol
edilmistir (Bhunia vd. 1987). Zon olusumunun goriildiigii suslar bakteriyosin pozitif

olarak degerlendirilmistir.
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3.2.5 izole edilen LAB suslarinin bazi probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi

Calisma kapsaminda probiyotik 6zellikleri belirlenmek istenen suslarin in vitro ve in
vivo denemeleri gerceklestirilmistir. /n vitro denemeler ile suslarn antibiyotik duyarlilik
seviyeleri, pH, pepsin, pankreatin ve safra tuzlarina direng Ozellikleri ve hemolitik
aktiviteleri belirlenmistir. /n vitro denemelerde probiyotik kriterleri sagladig tespit
edilen suslarin ise in vivo denemeler ile gastrointestinal sistemi canli olarak gecebilme

kapasiteleri tespit edilmistir.

3.2.5.1 izole edilen LAB suslarmin probiyotik 6zelliklerinin in vitro kosullarda
belirlenmesi

3.2.5.1.1 Suslarin antibiyotik duyarhhklarinin belirlenmesi

Suslarin antibiyotik direnclilikleri EFSA (European Food Safety Authority) tarafindan
belirlenmis olan 9 farkli antibiyotigin kullanimi ile dnce disk diffiizyon daha sonra ise
minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC) olarak belirlenmistir. Bu c¢alismanin
gerceklestirilmesi ic¢in Oncelikle her bir susun mikrobiyolojik sayimi yapilmigtir.
Mikrobiyolojik sayim i¢in 37°C’de 18 saat gelistirilen aktif kiiltiirlerin serum fizyolojik
stv1 igerisinde seri diliisyonlar1 yapilmis ve ardindan 3 paralel olacak sekilde bu
seyreltmelerden MRS agar ortamina yayma ekimler yapilip 48 saat 37°C’de
gelistirildikten sonra petrilerde 30 ile 300 arasi koloni igerenler secilmis ve bu
kolonilerin sayimi yapilarak sonuglar kob/mL olarak hesaplanmistir. Mikrobiyolojik
sayimlar1 gergeklestirilmis olan suslar her iki ¢alisma igin de 1X10° kob/mL olacak
sekilde ayarlanmistir. Disk difflizyon yonteminde suslarin hiicre yogunlugu, uygun
sicakliga gelen besiyerinde ayarlandiktan sonra besiyeri petrilere dokiiliip donmasi
beklenmistir. Daha sonra her petriye uygun araliklarla farkli antibiyogram diskleri
yerlestirilmis ve 37°C” de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan
antibiyotik diskleri etrafinda olusan zonlarin ¢apt mm olarak 6l¢iim yapilmistir (Wilkins
vd. 1972). MIC degerinin belirlenmesi i¢in ise hiicre yogunlugu yine 1X10° olarak
ayarlanan kiiltiirlere farkli konsantrasyonlarda antibiyotiklerin eklenmesi ve yine 37°C’
de 18 saat inkiibasyona birakilmasi sonucunda kiiltiirlerin gelisme gosteremedigi

minimum antibiyotik degeri MIC degeri olarak belirlenmistir.
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3.2.5.1.2 Suslarn diisiik pH degerlerine karsi direng 6zelliklerinin belirlenmesi

Probiyotiklerin bagirsaklara ulasabilme yetenegini belirlemek i¢in mide sivisina benzer
bir pH ortam1 olusturulmaya calisilmistir. Boylece suslarin midenin asidik ortamindan
gecerek bagirsaklara ulasabilme yetenegi gozlemlenmistir. Aktif kiiltiirlerden MRS
besiyerine %1 oraninda aktiflestirme yapilmis ve 37°C’de 18 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun sonunda 1 ml aktif kiiltiir almmis ve 12000rpm’ de 5 dakika 4°C’de
santrifiij edilerek iist faz uzaklastirllmistir. PBS (pH 7,4) ile ¢okelti 2 kez yikanmuistir.
Daha sonra PBS tamponu 5M HCl ile pH’ 1 1.0, 2.0 ve 3.0 olacak sekilde ayarlanmig ve
bu pelletlere pH’ 1 ayarlanmis olan tamponlardan 1’er mL ilave edilerek vortekslenmis,
37°C’de 3 saat inkiibe edilmistir. Kontrol i¢in pH degeri 7,4 olan PBS kullanilmistur.
Inkiibasyonun 0. , 1., 2. ve 3.saatlerinde 6rneklerden numune alarak seri diliisyonlardan
gecirilmis ve MRS kat1 besiyerlerine ekimler 3 paralel olacak sekilde yapilmistir.
Orneklerin 37°C’de 48 saat inkiibasyonunun sonunda kontrol ve test gruplarmdaki

koloniler sayilip, log/kob olarak degerleri hesaplanmistir (Maragkoudakis vd. 2006).

3.2.5.1.3 Suslarin pepsine karsi direng ozelliklerinin belirlenmesi

Suslarin pepsine karsi direng O6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla 3 mg/ml pepsin
(Merck) igeren ve pH 2.0 ve pH 3.0 olan PBS tamponu ile calisilmistir. Aktif bakteri
kiiltiiriinden 1 ml alinarak 12000rpm’ de 5 dakika 4°C’de santrifiij edilerek siipernatant
uzaklastirllmistir. Ardindan iki kez PBS (pH 7.4) ile yikanmistir.Pepsin igeren PBS (pH
2.0 ve pH 3.0) tamponlart ile ¢oziilerek 37°C’ de 3 saat inkiibasyonun ardindan 0., 1., 2.
ve 3. saatin sonunda drneklerden numune alinarak bunlarin seri diliisyonlarinin sonunda
MRS kati ortama yayma ekim 3 paralel olarak yapilmistir. Kontrol olarak pH 7.4 olan
PBS kullanilmistir. Orneklerin 37°C’de 48 saat inkiibasyonunun sonunda kontrol ve test
gruplarindaki koloniler sayilip, log/kob olarak degerler hesaplanmistir (Maragkoudakis
vd. 2006).
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3.2.5.1.4 Suslarin pankreatine karsi direng 6zelliklerinin belirlenmesi

Suslarin pankreatine karst direng Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla 1 mg/ml
pankreatin (Merck) igeren ve pH degeri 8.0° a ayarlanmis PBS tamponlar ile
calisitlmistir. Aktif bakteri kiiltiiriinden 1 ml almarak 12000rpm’ de 5 dakika 4°C’de
santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirilmistir. Ardindan iki kez PBS (pH 7.4) ile
yikanmistir. Daha sonra pankreatin iceren pH 8.0 degerine ayarlanmis PBS tamponunda
¢Oziilmiistiir. 37°C’de 4 saat inkiibasyonun ardindan 0.ve 4. saatin sonunda drneklerden
numune alinarak seri diliisyonlarinin yapilmasiyla MRS kati ortama yayma ekim 3
paralel olarak gergeklestirilmistir. Kontrol olarak pH 7.4 olan PBS kullanilmistir.
Orneklerin 37°C’de 24 saat inkiibasyonunun sonunda kontrol ve test gruplarmndaki

koloniler sayilip, log/kob olarak degerler hesaplanmistir (Maragkoudakis vd. 2006).

3.2.5.1.5 Suslarin safra tuzuna karsi direng 6zelliginin belirlenmesi

Suslarin safra tuzuna kars1 direng 6zelliginin belirlenmesi amaciyla %0.3, %0.5 ve %1
oraninda safra tuzu (Merck) iceren MRS besiyerleri kullanilmistir. Kontrol grubu olarak
safra tuzu icermeyen MRS besiyeri kullanilmistir. Aktif bakteri kiiltiirlerinden 1 ml
almarak 12000rpm’ de 5 dakika 4°C’de santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirilmistir.
Ardindan iki kez PBS (pH 7.4) ile yikanmistir. Safra tuzu (%0.3, %0.5 ve %]1) iceren
MRS besiyerlerinde ¢oziilerek 37°C’de 4 saat inkiibasyonun ardindan 0. ve 4. saatinde
ornekler alinmis ve seri diliisyonlar yapilarak MRS kati ortamimna yayma ekim
yapilmistir. Orneklerin 37°C’de 48 saat inkiibasyonunun sonunda kontrol ve test
gruplarindaki koloniler sayilip, log/kob olarak degerler hesaplanmistir (Maragkoudakis
vd. 2006).

3.2.5.1.6 Suslarin hemolitik aktivitelerinin belirlenmesi
Hemolitik aktiviteleri belirlenmek istenen suslar 37°C’de 18 saat gelistirildikten sonra
%35 koyun kani iceren Colombia agara (bioMerieux, Inc.) ¢izgi ekim yapilmistir. S.

aureus ATCC 6538 ve E.coli ATCC 25295 kontrol olarak kullanilmistir. 37°C’de 24

saat inkiibasyondan sonra koloniler etrafinda berrak zon olusturanlar 3-hemolitik, parlak
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yesil zon olusturan koloniler a-hemolitik ve zon olusturmayanlar ise y-hemolitik olarak

degerlendirilmistir (Maragkoudakis vd. 2006).

3.2.5.2 Suslarin in vivo kosullarda gastrointestinal sistemden canhihigim koruyarak
gecisinin belirlenmesi

Tasarlanan bu ¢alismanin amaci, in-vitro deneyler sonucunda GIS sartlarina direngli
oldugu belirlenen Lactobacillus plantarum OZH8 ve Lactobacillus sakei OZH3
suglarinin in-vivo kosullarda GIS sartlarindan canli olarak gegebilme yetenegini
belirlemektir. Bu amag i¢in fare fekal 6rnekleri kullanilmistir. Bir kontrol ve iki sus i¢in
de birer deney grubu olmak iizere ii¢ grubun kullanildigi bu ¢alismada ayr1 kafeslerde
barmndirilan her bir grupta 7 adet fare bulunmaktadir. Fareler beslemeye baslamadan
once gruplara ayrilip kafeslenerek 1 hafta adaptasyon siirecinde tutulmustur. Deney 1
grubu PBS icerisinde hazirlanmis OZH8 susu (10° kob/200uL) ile, deney 2 grubu ise
yine PBS igerisinde hazirlanmis OZH3 susu (109 kob/200uL) ile beslenmistir. Kontrol
grubuna ise 200uL. PBS verilmistir. Beslemede kullanilan bakteri ¢ozeltilerinin
hazirlanmas: i¢in 37°C’de 18 saat gelistirilen suslar 10000rpm’de 2 dakika
santrifiijlenerek siipernatant uzaklastirildiktan sona pellet PBS ile iki kez yikanmis ve
bakteri yogunlugu 10° kob/mL olacak sekilde ayarlanarak PBS icerisinde ¢ozlilmiistiir.
Fareler 3 giin siireyle beslenmis ve her bir gruptan beslemeden 6nce (0. saat) ve diizenli
beslemeyi takiben belirli saatlerde (2, 4, 6, 8, 24 ve 48. saatler) ve beslemenin bittigi
giinlin 24. saatinde fekal ornekler toplanmistir. Farelerden toplanan fekal 6rnekler son
hacim 100mg/mL olacak sekilde steril serum fizyolojik sivi (% 0,85 NaCl) ile
vortekslenerek homojen hale getirildikten sonra seri dillisyonlar1 gergeklestirilmistir.
Diliisyonun ardindan suglara 6zel belirli oranlarda amfisilin, kanamisin, oksasilin,
penisilin, neomisin ve vankomisin antibiyotiklerini igeren besiyerlerine yayma ekimler
yapilmistir. 37°C’de 48 saat inkiibasyonun ardindan segici besiyerlerinde gelisen
koloniler sayilmis ve sonuglar log kob/mL olarak hesaplanmustir. /n vivo calismada tiim

asamalar {i¢ paralel olarak gerceklestirilmistir.
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3.2.6 istatistiksel analizler

Istatiksel analizler icin SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) istatiksel analiz
programi kullanilmistir. Varyansin tek yonlii analizi olan ANOVA, Tukey posthoc testi
ve bagimsiz t-testi kullanilarak veriler degerlendirilmistir. Tiim istatistiksel analizlerde

p<<0.05 anlaml1 kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1 Farkh Kaynaklardan Bakterilerin izolasyonu

Arastirmada baglangic olarak 3-18 ay araligindaki kendisi veya annesi son 3 ay
stiresinde antibiyotik kullanmamuis {i¢ farkli bebegin gaitasindan izole edilen 4 adet ve
menopoza girmemis, herhangi bir dogum kontrol yontemi ile korunmayan ve 3 ay siire
icerisinde antibiyotik kullanmayan bayanlarin vajinasindan Ozel Akropol Hastanesi’nde
uzmanlar tarafindan alinan smear 6rneklerinden izole edilen 7 adet izolat ve daha dnce
onceki bir ¢aligmada 12 aylik bir bebek gaitasindan izole edilip molekiiler teknikler
neticesinde Lactobacillus plantarum olarak tanimlanan Ankara Universitesi, Fen
Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Mikrobiyal Genetik Laboratuvari’ndan temin edilen 1 adet

sus olmak iizere toplam 12 adet insan kaynakli izolat kullanilmistir.

Gida kaynakli izolatlar ise Tiirkiye nin farkli il veya ilgelerinden alinan fermente gida
orneklerinden izole edilmistir. Kullanilan biitiin gida numuneleri ev yapimi olup higbir
ticari gidadan {iriiniinden numune toplanmamis veya calisma yapilmamistir. Iki farkli
yogurt numunesinden (Ankara/Sincan, Ankara/Polatli)) 3 adet, iki farkli peynir
numunesinden ve bunlarin peynir altt suyundan (Ankara/Sincan, Ankara/Polatli) 10
adet, iki farkli sucuk numunesinden (Ankara/Haymana, Kastamonu/llgaz) 5 adet,
salgam suyundan (Adana/Erzin) 7 adet ve tursu suyundan (Ankara/Cubuk) ise 3 adet

olmak tizere toplam 28 adet gida kaynakli izolat ile calismaya baslanmustir.

Insan ve gida kaynakli &rneklerin steril fizyolojik su (% 0.85 NaCl) icerisinde 10”7
diizeyine kadar seri dillisyonlar1 hazirlanmistir. Her bir dillisyon tiipiinden MRS Agar
ortamlarina yayma ekimler yapilmis ve 37 °C’de 48 saat inkiibasyona tabi tutulmustur.
inkiibasyon siiresi sonunda tipik koloni morfolojisine sahip olan izolatlar se¢ilerek steril
0ze yardimi ile MRS broth besiyerine aktarilmis ve 24 saat daha inkiibasyona
birakilmistir. izole edilen bakterilere laboratuvar ¢alismalar: sirasinda verilen kodlar ve

izolasyon kaynaklar1 ¢izelge 4.1°de belirtilmistir.
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Cizelge 4.1 izolatlara verilen kodlar ve izolasyon kaynaklar

Izolat Kod No Izolasyon Kaynag

YA Yogurt

YB Yogurt
PAS1 peyniralti suyu
PAS2 peyniralti suyu
PAS3 peyniralti suyu
PAS4 peyniralti suyu

P1 Peynir

P2 Peynir

P3 Peynir

P4 Peynir

S1 Sucuk

S2 Sucuk

S3 Sucuk

SG1 salgam suyu
SG3 salgam suyu
SG4 salgam suyu
SG7 salgam suyu
SG8 salgam suyu
SG9 salgam suyu
SG10 salgam suyu
EG1 bebek gaitasi
EG2 bebek gaitasi
SK1 Sucuk

SK2 Sucuk

PN1 Peynir

PN2 Peynir

YN Yogurt
TSF1 tursu suyu
TSF2 tursu suyu
TSF3 tursu suyu
UG bebek gaitasi

Gl bebek gaitasi

V1 vajinal sekresyon

V5 vajinal sekresyon

V7 vajinal sekresyon
V14 vajinal sekresyon
V15 vajinal sekresyon
V20 vajinal sekresyon
V21 vajinal sekresyon
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4.2 izolatlarin Karakterizasyonu

4.2.1 Izolatlarin kismi karakterizasyonu

izolatlarin kismi karakterizasyonunda gram boyama sonuglari, katalaz testi sonuglar1 ve
morfolojileri belirlenmistir (Cizelge 4.2). Izolatlar boyama islemi igin oOncelikle
morfolojilerini gézlemlemek amaciyla metilen mavisi ile boyanarak ve daha sonraki
asamada gram boyama yapilarak 1000X biiyiitmeli 151k mikroskobunda (ZEISS
AxioCam MRc5 Imager System) gozlemlenmistir.

goriintiileri (Sekil 4.1) alinmistir. izolatlarin katalaz testi sonuclarina bakildiginda 3

Gram boyama sonuglarinin

tanesi katalaz pozitif gerisi katalaz negatif olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.2 izolatlarin kismi karakterizasyon sonuglar

izolat Kod No Gram Boyama Morfoloji Katalaz Aktivitesi
YA + basil -
YB + basil -
PAS1 + kok -
PAS2 + kok -
PAS3 + kok -
PAS4 - basil
P1 + kok
P2 - basil -
P3 - basil -
P4 - basil -
S1 + kok -
S2 + kok -
S3 + basil -
SG1 + basil -
SG3 + basil -
SG4 - basil -
SG7 - basil -
SG8 basil -
SG9 basil -
SG10 - basil -
EG1 kok -
EG2 kok -
SK1 - kok +
SK2 + basil -
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Cizelge 4.2 Izolatlarin kismi karakterizasyon sonuglar1 (devam)

PN1 + kok -
PN2 + basil -
YN + basil -
TSF1 + basil -
TSF2 + basil -
TSF3 + basil -
UG + kok -
G1 + kok -
V1 + kok -
V5 + kok -
V7 + kok -
V14 + kok -
V15 + kok -
V20 + kok -
V21 + kok -

Sekil 4.1 Gram boyama yapilmisg S3 a. ve PN2 b. izolatlarinin 1s1k mikroskobunda
goriintiileri

4.2.2 izolatlarin genotipik karakterizasyonu

4.2.2.1 izolatlarin RAPD PZR profilleri

Izolatlardan gergeklestirilen genomik DNA izolasyonunun ardindan DNA’lar saflik ve

miktar tayini i¢in nanodrop spektrofotometrede okunmus ve OD260/OD5gy degerlerinin
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her bir 6rnek i¢in 1.75-2.0 arasinda olup konsantrasyonlarinin uygun miktarda oldugu
ve dolayisiyla izole edilen DNA’nin genomik ¢aligmalar i¢in uygun oldugu

belirlenmistir.

OPA1, OPA7, OPA8 ve OPA16 primerleri ve elde edilen genomik DNA’lar
kullanilarak gergeklestirilen RAPD PZR sonucunda olusan iiriinler %1.5’lik agaroz
jelde yiirtitiilmiistiir. Goriilen RAPD profilleri izolatlar i¢in karsilastirilmistir.

¥ 2 3.4'5:6 F 8 9 20 113213 14

1: Marker 2: UG 3: G1 4: EG1 5: EG2 6: TSF1 7: TSF2 8: TSF3 9: PN1 10: PN2 11: YN 12: SK1 13:
SK2 14: Negatif kontrol

Sekil 4.2 OPA1 primeri ile yapilan RAPD PZR jel goriintiisii
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¥:2 3 & 5 6 7 8 9 10 111312 13 14

1: Marker 2: UG 3: G1 4: EG2 5: EG1 6: TSF1 7: TSF2 8: TSF3 9: PN1 10: PN2 11: YN 12: SK1 13: SK2 14: Negatif kontrol

¥ 2 3 45 6 7 89 d40%1

1: Marker 2: SG1 3: SG3 4: SG4 5: SG7 6: SG8 7: SG9 8: SG10 9: YA 10: YB 11: Negatif

T 2 3 A4 5 6 ¥ 8 9 260 1LE 12

1: Marker 2: P1 3: P2 4: P35: P4 6: PAS1 7: PAS2 8: PAS3 9: PAS4 10: S1 11: S3 12: Negatif kontrol

Sekil 4.3 OPA7 primeri ile yapilan RAPD PZR jel goriintiisii
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1: Marker 2: UG 3: G1 4: EG1 5: EG2 6: TSF1 7: TSF2 8: TSF3 9: PN1 10: PN2 11: YN 12: Negatif
kontrol

¥ 22 3 4 5 6 890121314154 6:17 :18219:20.:2]3 22:23

1: Marker 2: Negatif kontrol 3: SG1 4: SG3 5: SG4 6: SG7 7: SG8 8: SG9 9: SG10 10: P1 11: P2 12: P3
13: P4 14: PAS1 15: PAS2 16: PAS3 17: PAS4 18: YA 19: YB 20: S1 21: S3 22: Negatif kontrol 23:
Marker

Sekil 4.4 OPAS primeri ile yapilan RAPD PZR jel goriintiisii
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1. 2 3 4 S5 67 8 930331 12433415161 7:1819:20 2122 23

1: Marker 2:Negatif kontrol 3: SG1 4: SG3 5: SG4 6: SG7 7: SG8 8: SG9 9: SG10 10: P1 11: P2 12: P3
13: P4 14: PAS1 15: PAS2 16: PAS3 17: PAS4 18: YA 19: YB 20: S1 21: S3 22: Negatif kontrol 23;
Marker

Sekil 4.5 OPA16 primeri ile yapilan RAPD PZR jel goriintiisii

Agaroz jeldeki goriintiileri karsilagtirildiginda farkli profiller gosteren izolatlar
secilmistir. Laboratuvar kodlar1 olarak sirasiyla PAS2, S1, S3, SG1, SG3, SG8, YA,
EG1, EG2, PN1, PN2, SK, TSF1, TSF2, UG, YN, V1, V5, V7, V14, V15, V20 ve V21
olmak iizere toplam 23 adet izolat daha sonraki asamada calismalara devam etmek {izere

secilmistir.

4.2.2.2 izolatlarin 16S rDNA dizi analizi

RAPD PZR profillerine ve gram pozitif olma ozelliklerine bakilarak genotipik
karakterizasyonlarinin yapilmasi i¢in segilen 23 adet insan ve gida kaynakli izolattan
elde edilmis olan genomik DNA’ lar, 16S rDNA ileri ve geri primerleri kullanilarak
PZR reaksiyonuna tabi tutulmustur. Bu reaksiyon sonucunda olugan iiriinler agaroz jel
elektroforezi ile yiriitiilerek jel goriintiileri alinmistir (Sekil 4.6). Bu asamada saf
olmayan 16S rDNA gen bolgesi fragmentleri ‘agaroz jel DNA ekstraksiyon Kiti’
kullanilarak saflastirilmistir. Saflagtirilan PZR fdirtinlerinin bir miktar1 kontrol amaclh

tekrar agaroz jelde yiiriitiilmiis ve safliklar1 goriilmiistiir (Sekil 4.7). Saflastirilan 16s
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rDNA gen bolgesi fragmentlerinin Refgen Biyoteknoloji (ODTU Teknokent/Ankara) tarafindan yapilan dizi analizinden elde edilen baz
siralarinin NCBI BLAST veri tabaninda gergeklestirilen karsilastirmali yorumlarindan ortaya ¢ikan kesin tani sonuglar1 (%99 benzerlik

orantyla) ve laboratuvar kiiltiir kolleksiyonuna eklenen bu suslarin bundan sonraki ¢alismalar i¢in kullanilmak iizere verilen sus adlari

cizelge 4.3’de verilmistir.

1: Marker 2: SG1 3: SG3 4: SG8 5: S1 6: S3 7: Negatif kontrol 1: Marker 2: PAS2 3: YA 4: Negatif kontrol

1: Marker 2: TSF1 3: TSF3 4: UG 5: EG1 6: EG2 1: Marker 2: PN1 3: PN2 4: YN 5: SK2 6: Negatif kontrol

1: Marker 2: V1 3: V5 4: V7 5: V14 6: V15 7: V20 8: V21 9: Negatif kontrol

Sekil 4.6 PZR ile ¢ogaltilmis 16S rDNA bolgelerinin saflastirilmadan 6nce jel goriintiisii

39



1- 2 3. 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1: Marker 2: SG1 3: SG3 4: SG8 5: S1 6: S37: PAS2 8: YA 9: PN1 10: PN2 11: YN 12: SK2

1 B 345 67 89101112 13

1: Marker 2: TSF1 3: TSF3 4: UG 5: EG1 6: EG2 7: V1 8: V5 9: V7 10: V14 11: V15 12: V20 13: V21

Sekil 4.7 Saflastirilmis 16S rDNA boélgeleri
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Cizelge 4.3 Izolatlarm 16S rDNA dizi analizi sonuglarina gre gerceklestirilen tanis1 ve
verilen sus adlar1

izolat Kod No 16S rDNA Dizisine Gore Yapilan Tani Sus Adi
PAS2 Lactococcus lactis OzZH1
S1 Pediococcus pentosaceus OZH2
S3 Lactobacillus sakei OZH3
SG1 Lactobacillus fermentum OZHA4
YA Lactobacillus deldrueckii OZH5
EG1 Enterococcus faecalis OZH6
EG2 Enterococcus faecium OZH7
PN2 Lactobacillus plantarum OZH8
SK Lactobacillus sakei OZH9
TSF1 Lactobacillus brevis OZH10
V1 Pediococcus acidilactici OzH11
YN Lactobacillus helveticus OzZH12

4.3 Suslarin Bakteriyosin Uretim Ozellikleri

Insan ve gida Orneklerinden izole edilen ve karakterizasyonlar1 yapilan laktik asit
bakteri suslarinin bakteriyosin iiretiminden sorumlu olup olmadiklarini belirlemek
amaciyla 7 farkli indikator bakteriye karsi nokta ekim yontemi ile ekim yapilip 18 saat
inkiibasyon sonucunda inhibisyon zonunun olusup olusmadigina bakilarak sus
bakteriyosin pozitif veya bakteriyosin negatif olarak belirlenmistir. Test edilen suslarin
arasindan yalmizca Pediococcus pentosaceus OZH2 susu bakteriyosin aktivitesi
gostermistir. Daha sonra bu susun bakteriyosin aktivite 6zelligi dogrulanmak amaciyla
Proteinaz K ile muamele edilerek bakteriyosin aktivitesi inaktive edilmis ve
bakteriyosin iiretiminden sorumlu oldugu dogrulanmistir. OZH2, bakteriyosin pozitif

olarak nitelendirilirken diger biitiin suslar bakteriyosin negatif olarak belirlenmistir.
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4.4 Farkh Kaynaklardan izole Edilen LAB Suslarinin Baz1 Probiyotik Ozellikleri

4.4.1 LAB suslarimin probiyotik 6zelliklerinin in vitro kosullarda belirlenmesi

4.4.1.1 Suslarin antibiyotik duyarhhklar:

EFSA tarafindan belirlenmis 9 antbiyotige karsi (kanamisin, amfisilin, vankomisin,
streptomisin, gentamisin, eritromisin, tetrasiklin, kloramfenikol ve klindamisin) disk

diffiizyon yontemi uygulanmaistir.

Disk diffiizyon yontemine gore suslarda en ¢ok direng gdsterilen antibiyotik kanamisin
olarak belirlenmis ve oncelikle bu antibiyotik ile tiim sugslar iizerinde MIC degeri
hesaplanmistir. Kanamisinin MIC degeri hesaplanan 13 sustan EFSA’nin antibiyotik
direngliligi icin belirledigi gilivenlik araligina gore 7 tanesinin fazla direngli oldugu
belirlenerek sonraki ¢aligmalar igin elenmistir. Kanamisine gosterdikleri yiiksek
direngten dolayr elenen suslar; Pediococcus pentosaceus OZH2 (MIC=90mg/L),
Lactobacillus fermentum OZH4 (MIC=60mg/L), Lactobacillus delbrueckii OZH5
(MIC=30mg/L), Lactobacillus plantarum (MIC=90mg/L), Enterococcus faecium OZH7
(MIC=1200mg/L), Lactobacillus helveticus OZH12 (MIC=30mg/L), Pediococcus
acidilactici (MIC=90mg/L). Diger 6 sus ise kanamisine duyarlidir. Bunlar sirasiyla MIC
degerleriyle birlikte; Lactobacillus sakei OZH3; 10mg/L, Lactococcus lactis OZH1,;
70mg/L, Lactobacillus plantarum OZH8; 60mg/L, Lactobacillus sakei OZH9; 30mg/L,
Lactobacillus brevis OZH10; 40mg/L, Enterococcus faecalis OZH6; 1000mg/L olarak

belirlenmistir.

Sonraki asamada kanamisine duyarli oldugu belirlenen bu 6 susta amfisilinin MIC
degeri belirlenmistir. OZH10 susu amfisiline direngli (MIC=10mg/L) bulunmustur. Geri
kalan 5 sus amfisiline duyarlidir. Bunlar sirastyla MIC degerleriyle birlikte;
OZH3;1.5mg/L, OZH1;0.5mg/L, OZHS8;0.5mg/L, OZH9;1.5mg/L, OZH6;0.5mg/L

olarak belirlenmistir.
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Daha sonra kalan suslarin vankomisin ile MIC degeri hesaplanmistir. Vankomisinde
direncten dolay1r elenen sus olmamistir. Suslarin  vankomisin MIC degerleri,
OZH3;1000mg/L, OZH1;1mg/L, OZH8;1000mg/L, OZH9;1000mg/L, OZH6;2mg/L.
Bu suslarla streptomisin MIC degeri belirlemek amaciyla ¢alismaya devam edilmistir.
OZH1 ve OZH6 suslart streptomisine direngli bulunmustur. Sirasiyla MIC degerlert;
60mg/L ve 200mg/L olarak hesaplanmistir. Diger 3 susun streptomisin MIC degerleri
ise OZH8;10mg/L, OZH9;10mg/L, OZH3;30mg/L olarak belirlenmistir.

Kalan 3 susun, gentamisin, eritromisin, tetrasiklin ve kloramfenikol kullanimi ile
belirlenen MIC degerlerinde bu antibiyotiklere duyarlt olduklar1 belirlenmistir.
Gentamisin MIC degerleri, OZHS8;5mg/L, OZH9;10mg/L, OZH3;15mg/L. Eritromisin
MIC degerleri; OZHS8;1mg/L, OZH9;1mg/L; OZH3;1mg/L. Tetrasiklin MIC degerleri;
OZH8;32mg/L, OZH9;8mg/L, OZH3;8mg/L. Kloramfenikol MIC degerleri;
OZH8;8mg/L, OZH9;4mg/L, OZH3;4mgl/L.

Sonu¢ olarak antibiyotik duyarliliklari belirlenen bu suslardan EFSA’nin giivenlik
kriterlerine gore asir1 direngli olarak belirlenen suslar elimine edilerek antibiyotiklerin
hepsine karsi belirtilen dozda direng gosteren veya duyarli olan Lactobacillus sakei
OZH3, Lactobacillus plantarum OZH8 ve Lactobacillus sakei OZH9 suslar1 ile daha
sonraki ¢caligmalara devam edilmistir.

4.4.1.2 Suslarmn diisiik pH degerlerine kars1 diren¢ 6zellikleri

Bir susun probiyotik 6zellik gosterebilmesi i¢in sindirim sisteminden gegerken midenin
1-4 arasinda degisen diisiik pH’sina kars1 direngli olmasi gerekmektedir. Midede kalma
stiresi 3 saat oldugu i¢in suslarin diisiik pH seviyelerinde 3 saat siireyle canlilik degisimi

gbzlemlenmistir (Vinderola ve Reinheimer 2003, Dunne vd. 2001).
pH denemelerinde; Lactobacillus sakei OZH3, Lactobacillus plantarum OZH8 ve

Lactobacillus sakei OZH9 suslarinin ii¢liniin de pH 1.0 degerinde 1 saat igerisinde

biitiin canliliklarini kaybettikleri tespit edilmistir.
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Lactobacillus sakei OZH3 susunun pH 2.0°de 1. saatin sonunda %18.6 oraninda canlilik
gosterdigi, 2. saatin sonunda ise canliligini tamamen kaybettigi gézlemlenmistir. pH 3.0
icin yapilan deneylerde bu sus 1. saatin sonunda canlilifint %95 oraninda, 2. saatin
sonunda canliligint %93 oraninda ve 3. saatin sonunda ise canlilifin1 %87.5 oraninda
korumustur. Kontrol olarak kullanilan pH 7.4’ te canliligin 3. saat sonunda halen %96

oraninda korundugu tespit edilmistir.

Lactobacillus plantarum OZH8 susunun pH 2.0’de 1. saatin sonunda %37 oraninda
canlilik gosterdigi, 2. saatin sonunda ise canliligini tamamen kaybettigi belirlenmistir.
pH 3.0 i¢in yapilan deneylerde OZHS susu 1. saatin sonunda canliligin1 %98 oraninda
korurken 3. saatin sonunda canlilik %97 oraninda devam etmektedir. Kontrol olarak

kullanilan pH 7.4’te ise bu susun canlilig1 3. saat sonunda %98 oranindadir.

Lactobacillus sakei OZH9 susu pH 2.0’de 1 saat igerisinde canliligini tamamen
kaybetmektedir. pH 3.0 degerinde bu sus canlilifini 1. saatin sonunda ancak %52
oraninda, 2. saatin sonunda %51 oraninda ve 3. saatin sonunda ise canliliini %43
oraninda devam ettirebilmistir. Kontrol olarak kullanilan pH 7.4°te canlilik 3. saatin

sonunda %90 oranindadir.

4.4.1.3 Suslarin pepsine karsi direng ozellikleri

pH 2.0 ve 3.0’deki pepsin uygulamasmin amaci sindirim sistemine ulasan
mikroorganizmalarin  gastrik  kosullara diren¢  diizeylerinin in-vitro  olarak

belirlenmesidir (Maragkoudakis vd. 2006).

Lactobacillus sakei OZH3 susunun pepsin uygulamasinda pH 2.0’de 1. saatin sonunda
%14 oranina kadar diisen canlilik 2. saatten itibaren tamamen kaybolmustur. pH 3.0
pepsin uygulamasinda OZH3 susu canliligini 1. saatin sonunda %96.5 oraninda, 2.
saatin sonunda %93 oraninda, 3. saatin sonunda ise %87 oraninda korumustur. Kontrol

olarak calisilan pH 7.4’te ise 3. saatte canlilik %96.5 oraninda devam etmektedir.
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Lactobacillus plantarum OZH8 susu pH 2.0 pepsin uygulamasinin 1. saatinde
canliligin1 %37 oraninda devam ettirirken 2. saat sonundan itibaren canlilik
kaybolmustur. pH 3.0 pepsin uygulamasinda bu sus canliligin1 1. saatin sonunda %97
oraninda korurken 3. saatin sonunda %96 oraninda devam etmektedir. Kontrolde ise 3.

saatte canlilik %98°dir.

Lactobacillus sakei OZH9 susu pH 2.0 pepsin uygulamasinda 1 saat igerisinde
canliligin1 kaybetmistir. pH 3.0 pepsin uygulamasinda bu sus 1. saat sonunda %46.5
oranina diisen canliligin1 3. saat sonunda ancak %35 oranina kadar koruyabilmistir.

Kontrolde ise susun canlilig1 3. saat sonunda %91 oranindadir.

4.4.1.4 Suslarin pankreatine karsi direng o6zellikleri

OZH3 susunun pankreatin uygulamasinda 4. saatin sonunda kontrol grubunda canlilik

%098 iken deney grubunda ise %93 olarak hesaplanmustir.

OZHS susu pankreatin uygulamasinda kontrolde sus 4. saat sonunda canliligin1 %97
oraninda korurken pankreatin deney grubunda ayni saat sonunda %96 oraninda

korumaktadir.

OZH9 susunun kontroliinde 4. saat sonunda %95 canlilik gézlemlenmis ve pankreatin
iceren ortamdan alinan sonuglarda susun canliligimin %85 oraninda oldugu
belirlenmistir.

4.4.1.5 Suslarin safra tuzuna karsi direng ozellikleri

OZH3 susunun safra uygulamasinda 4. saatin sonunda canliliklar; %0.3’liik safra tuzu

denemesinde %89.5 oraninda, %0.5’lik safra tuzu denemesinde % 87.2 oraninda ve

%1 lik safra tuzu denmesinde ise %82.5 oraninda devam etmistir.

45



OZHS8 susunun safra tuzuna direnglilik testlerinde 4. saatin sonunda canliliklar;
%0.3’1liik safra tuzu denemesinde %88.5, %0.5°lik safra tuzu denemesinde %85.3 ve

%1 ’lik safra tuzu denmesinde ise %81 oranlarinda gézlemlenmistir.

OZH9 susunun safra tuzu uygulamasinda 4. saatin sonunda canliliklarin; %0.3’liik safra
tuzu denemesinde %88.3 oraninda, %0.5’lik safra tuzu denemesinde %85 oraninda ve

%?1’lik safra tuzu denmesinde ise %81.3 oraninda oldugu belirlenmistir.

4.4.1.6 Suslarin hemolitik aktiviteleri

OZHS8 ve OZH3 suslarinin hemolitik aktivitesinin belirlenmesinde kontrol suslari olarak
kullanilan E. coli ATCC 25295’in bulundugu ortamda kolonilerin etrafinda parlak-yesil
zon (o-hemolitik) olusurken, Staphylococcus aureus ATCC 6538’in gelistigi ortamda,
kolonilerin etrafinda berrak zon (B-hemolitik) meydana geldigi tespit edilmistir. Ayni
ortamda gelistirilen OZH8 ve OZH3 suslarinin kolonilerinin etrafinda ise zon olusumu
gbzlenmemistir (y-hemolitik). Probiyotik organizmalarin se¢iminde, hemolize neden
olmayan y-hemolitik suslara dikkat edilmektedir (Maragkoudakis vd. 2006). Bu suslarin
hemolitik aktivitelerinin belirlenerek probiyotik olarak kullanimlari agisindan bir sorun

teskil etmeyecekleri belirlenmistir.

4.4.2 Suslarin in vivo kosullarda gastrointestinal sistemden canhihigini koruyarak
gecisinin belirlenmesi

In vitro kosullarda denemeleri yapilarak izole edilen LAB suslarmin probiyotik
kriterlere uygun olup olmadiklar1 belirlenmistir. Antibiyotik duyarhiliklarina gore
probiyotik kriterlerine uygun araliklarda oldugu belirlenen OZH3, OZH8 ve OZH9
suslart GIS sartlarma dayamkli olup olmadiklarini belirlemeye ydnelik testlere tabi
tutulmustur. Bu testler sonucunda OZH9 susu GIS sartlarindan canliligmi koruyarak
gecisini saglayamayacagi ve dolayisiyla uygun probiyotik sus olabilme sartlarini
saglamadigi belirlenerek bu calismalar sonucunda elenmistir. /n vitro deneyler
sonucunda probiyotik kriterleri sagladigi belirlenen OZH3 ve OZHS suslar1 GIS’den

transitlerine in vivo kosullarda bakilmak tizere segilmistir.
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In vivo denemelerde OZH3 ve OZHS suslarmm GiS’den gecisini ve canlihginin
devamini belirlemek icin oral yoldan farelerin suslarla beslenmesini (10° kob/200uL)
takiben fekal ornekler toplanarak analiz edilmistir. Bu amacgla kontrol grubuna SF,
Deneyl grubuna OZHS8 susu, Deney2 grubuna ise OZH3 susu verilmistir. Gruplarin
gavaj yoluyla beslenmesini takiben oncelikle 2 saatte bir ve daha sonra 24 saatte bir
fekal ornekler toplanmaya baslanmis ve deney gruplarinda her grubun beslendigi susun
varligi seri seyreltmeler yapilarak antibiyotikli seg¢ici besiyerine yapilan ekimler

sonucunda log kob/ml olarak olarak belirlenmistir.

OZHS susu beslemeyi takip eden 4. saatten itibaren fekal 6rneklerde tespit edilmistir. 8.
saatte ise en yiiksek sayisina (8.2 log) ulagsmistir. Daha sonraki saatlerin fekal
orneklerinde ise tespit edilen bakteri sayisinda azalma gozlenmistir. 24. saatte alinan

fekal orneklerden itibaren higbir bakteri ¢ikisi gézlemlenmemistir.

OZH3 susu da beslemeyi takiben 4. saatten itibaren fekal 6rneklerde tespit edilmistir. 6.
saatte ise en yiksek sayisina (6.3 log) ulagmistir. Daha sonraki saatlerin fekal
orneklerinde ise tespit edilen bakteri sayisinda azalma gozlenmistir. 24. saatte alinan

fekal orneklerden itibaren hicbir bakteri ¢ikisi gézlemlenmemistir.

Bu sonuglarla beraber kontrol gruplarina ait fekal 6rneklerden hicbir saatte herhangi bir

gelisme gozlenmemistir.
Bu sonuglar dogrultusunda Lactobacillus sakei OZH3 ve Lactobacillus plantarum

OZHS suslarinin in vivo sistemde farenin GIS’inden canliligin1 kaybetmeden basarili bir

sekilde transitinin gerceklestigi belirlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Giliniimiize kadar yapilan arastirmalar sonucunda probiyotiklerin insan ve hayvan
saglhig1 ilizerinde cok sayida olumlu etki sergiledigi i1yi bir sekilde anlasilmistir.
Probiyotiklerin agizdan alimi yararli mikroorganizmalarin gelismesini stimiile eder ve
patojenlerin miktarin1 azaltir, bdylelikle konak¢inin intestinal mikrobiyal dengesi
diizenlenir ve gastro-intestinal hastaliklarin riski azalir (Fuller 1989, Chiang ve Pan
2012). Bunlarin yani sira probiyotiklerin arastirmalar sonucunda goézlemlenmis olan
daha birgok yararli etkileri (antimutajenik, antikarsinojenik, hipokolesterolemik,
antihipertansif, anti-osteoporoz, antialerjen ve immiinomodiilator etkiler, inflammatuar
bagirsak hastaliklari, irritabl bagirsak sendromu, kolit gibi semptomlarin azaltilmas1 vb.
etkiler) de bulunmaktadir (Prado vd. 2008, Chiang ve Pan 2012). Giinlimiizde bir¢ok
mikroorganizma probiyotik olarak kullanilmaktadir. Probiyotik olarak kullanilan
organizmalar icerisinde en Onemli grubu laktik asit bakterileri olusturmaktadir
(Schaafsma 1996). Giiniimiizde birgok LAB susu probiyotik olarak tanimlanmig ve
kullaniliyor olmasina ragmen ticari amaglara uygun mikroorganizmalarin dogal
kaynaklardan izolasyonu yeni ve daha etkin probiyotiklerin elde edilmesi i¢in en giiclii
araglardan biridir. Bu nedenle dogal nitelikli yeni ve etkin probiyotik suslarin

1zolasyonu daima 6nem arz etmektedir.

Bu ¢aligmada farkli insan ve fermente gida (ev yapimi, dogal {irlinler) kaynaklarindan
toplam 40 adet izolat elde edilmis ve bu izolatlar probiyotik 6zelliklerinin arastiriimasi
amaciyla kullanilmustir. Izole edilen bu 40 bakterinin Gram boyamalar1 ve katalaz
aktivite testleri yapildiktan sonra rastgele primerler ile RAPD profilleri ¢ikartilmigtir.
Tiim izolatlarin arasindan RAPD profillerinde miimkiin oldugunca farkli profil
gosteren, gram pozitif ve katalaz negatif olan izolatlar secilerek bu izolatlarin 16S
rDNA dizi analizleri yapilmistir. 16S rDNA dizi analiz sonuglarina gore laktobasil,
laktokok, pediokok ve enterokok cinslerine ait 13 adet sus tanimlanmistir (Cizelge 4.3).
Daha sonra ise tanimlanan suslarin diisiik pH, pepsin, pankreatin ve safra tuzlarina karsi
direng gibi baz1 probiyotik O6zellikleri, hemolitik aktivitesi ve antibiyotik duyarlilik

seviyeleri belirlenmistir.
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Bakteriyosinin biyolojik olarak aktif protein ve ¢ogunlukla plazmid orjinli olduklar
distiniilmektedir (Tagg vd 1976). Bu suslardan yalnizca Pediococcus pentosaceus
OZH?2 susu bakteriyosin iiretim 6zelligi gostermistir. Proteinaz K uygulamasi, bu susta

bakteriyosin aktivitesini inaktif hale getirmektedir.

Antibiyotik direnclilik 6zelligi birgok bakteride aktarilabilen gen bdlgesi iizerinde
kodlanmis bir 6zelliktir. Probiyotik suslar, GiS’e ulastiklarinda dogal mikrobiyota ile
etkilesime girerek gen transferini meydana getirebilmektedir (Teuber vd.1999, Mathur
ve Singh 2005, Salim Ammor vd. 2007, Licht ve Wilcks 2005). Diren¢ genlerinin
intestinal flora icerisindeki transferi; GIS florasinda bulunan patojenler tarafindan bu
genlerin kazanilma riski ve basarisiz antibiyotik tedavisine sebep olmasi nedeniyle
istenmemektedir (Licht ve Wilcks 2005). EFSA bu dogrultuda bir susun probiyotik
olarak kullanilabilmesi igin gosterdigi direncte bir giivenlik aralifi belirlemistir.
Suslarin antibiyotik direnglilikleri EFSA tarafindan belirlenmis olan 9 farkli
antibiyotigin  kullanim1 ile EFSA’nin belirledigi giivenlik araligin1  saglayip
saglamadigina bakilarak test edilmistir. Genotipik karakterizasyonlar: yapilmis 13 adet
susun MICso degerlerinin belirlenmesi sonucunda antibiyotik duyarlilik seviyeleri
probiyotik bakteri olarak kullanilabilmesi i¢in genel olarak giivenli kabul edilen 3 adet
sus (Lactobacillus sakei OZH3, Lactobacillus plantarum OZH8 ve Lactobacillus sakei
OZH9) belirlenmistir.

Laktik asit bakterilerinin asitlik, pepsin, pankreatin ve safra tuzlarina direng 6zellikleri,
probiyotiklerin mide asitliginden gecebilmesi ve bagirsak sistemine ulastiginda ise safra
tuzlarma kars1 direngli olmalar istendiginden probiyotik se¢iminde dnemli bir kriterdir.
Ornegin midede pH 1.0 ile 3.0 arasinda ve ince bagirsakta % 0.3’liik safra tuzuna kars
diren¢ gostermeleri gerekmektedir (Mainville vd. 2005). OZH8 ve OZH3 suslar1 pH 3.0
degerinde 3. saatin sonunda canliliklarmi sirasiyla %97 ve %87.5 diizeylerinde
korumaktadirlar. Bu suslar pepsin ve pankreatin uygulamalarina kars1 da benzer direng
oranlar1 gostermislerdir. Yapilan bir ¢alismada farkli safra tuzu konsantrasyonlari
denenerek % 0,3’lik safra tuzu konsantrasyonunun suslarin safra tuzuna toleransinin
belirlenmesi icin kritik miktar oldugu tespit edilmistir (Gilliand vd. 1984, Goldin ve

Gorbach 1992). Safra tuzuna direnglerinin 6lgiimiinde %0.3 ve 0.5 safra tuzu oranina
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her iki susun da direnc¢li olduklar1 belirlenmistir. Bu suslarin sonuglar1 daha 6nceden
yapilmig calismalara benzerlik gostermektedir (Conway vd. 1987, Dunne vd. 2001,
Jacobsen vd. 1999). Ancak OZH9 susu pankreatin ve safra tuzuna direng gosterirken bu
susun canliligi pH 3.0 degerinde 3. saatin sonunda %43 oranina kadar diismiis ve ayni1
pH’ da pepsin uygulamasinda canlilik 3. saat sonunda ancak %35 oraninda tespit
edilebilmistir. Bu sus GIS sartlarindan canliligim koruyarak gecisini saglayamayacagi
ve dolayistyla uygun probiyotik sus olabilme sartlarini saglamadigi belirlenerek bu
caligmalar sonucunda elenmistir. OZH3 ve OZHS suslan diisiik pH degerlerine, bu pH
degerlerinde pepsin varligina, pankreatine ve bagirsak ortaminda karsilasacaklar1 safra
tuzuna kars1 direng goOsterebilmis ve bu sartlarda canliliklarmi yiliksek oranda
koruyabilmislerdir. Bu nedenle ¢aligmanin bu asamasina kadar bakilmis olan probiyotik
kriterlerini saglayan bu iki laktobasil ile geriye kalan probiyotik 6zellikleri belirlemek

amaciyla bir sonraki agamaya gecilmistir.

Maragkoudakis vd. (2006) yaptiklart ¢alismada, L. acidophilus ACA-DC 295, L.
paracasei ACA-DC 126, L. rhamnosus ACA-DC 112 ve Lactobacillus sp. ACA-DC
108 suslarmi a-hemolitik, L. casei Shirota ACA-DC 6002, L. casei ACA-DC 6003, L.
plantarum ACA-DC 146 y-hemolitik olarak saptamiglardir. Kanli agara yapilan ¢izgi
ekimler neticesinde kolonilerin etrafinda yesil zon veren E. Coli ATCC 25295 «
hemolitik, berrak zon veren S. aureus ATCC 6538 B hemolitik, zon olusumunun
gozlenmedigi Lactobacillus sakei OZH3 ve L. plantarum OZHS ise y hemolitik olarak
degerlendirilmistir. Hemolitik aktivitelerinin sonucunda elde edilen veriler, suslarin

probiyotik kullanimina engel teskil etmemektedir.

Izole edilen LAB suslarinin yapilan biitiin in vitro denemeleri sonucunda Lactobacillus
plantarum OZH8 ve Lactobacillus sakei OZH3 suslari denemelerde probiyotik
kriterlere uygun sonuclar ve oOzellikler gdsteren suslar olarak belirlenmistir. Bu iki
laktobasil GIS’den transitlerine yani canliliklarini koruyarak gecip gecemediklerine ve
eger geciyorsa ne kadar siirede gegmeye baslayip ne kadar siirenin sonunda
canliliklarini yitirdiklerine in vivo kosullarda bakilmak iizere secilmistir. /n vivo
denemelerde OZH3 ve OZHS8 suslarinin GIS’den gegisini ve canliliginin devamini

belirlemek i¢in iki sus i¢in birer deney grubu (n=7) ve bir kontrol grubu (n=7) olmak
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tizere li¢ gruptan olusan erkek BALB/c tiirii deneklere oral yoldan gavaj ile
10°kob/200uL olacak sekilde sus ve kontrol grubuna ise 200pL SF verilmistir.
Beslemeyi takiben 2. saatten itibaren her iki saatte bir ve daha sonrasinda ise 24. saatten
itibaren 24 saatte bir fekal 6rnekler toplanarak analiz edilmistir. Fekal 6rneklerde her
grubun beslendigi susun varlig1 tespit edilmek amaciyla seri diliisyonlarinin ardindan bu
susa Ozgll antibiyotikli se¢ici besiyerine yapilan ekimlerinin sonuglar1 log kob/mL
olarak hesaplanmistir. Kontrol grubunda sus ¢ikisi gozlemlenmemistir. OZH8 susunun
beslendigi grup sonuglarina gore bu sus 4. saatten itibaren fekal orneklerde saptanmais,
8. saatte en yliksek miktarina ulasmis (8.2 log) ve ardindan azalma gostererek 24. saat
sonunda higbir bakteri c¢ikisina rastlanmadigi tespit edilmistir. OZH3 susunun
beslendigi grupta ise fekal drneklerde sus cikisina yine 4. saatten itibaren rastlanmaya
baglanirken bu sus en yiliksek sayisina (6.3 log) 6. saatte ulasmistir. Daha sonraki
saatlerin fekal orneklerinde ise tespit edilen bakteri sayisinda azalma gozlenmis, 24.
saatte alinan fekal orneklerden itibaren higbir bakteri ¢ikisi gozlemlenmemistir. Bu
sonuglara bakilarak Lactobacillus sakei OZH3 ve Lactobacillus plantarum OZH8
suslarmin in vivo sistemde farenin GiS’inden canlilifmi kaybetmeden basarili bir
sekilde transitinin gerceklestigi belirlenmistir. Veriler dogrultusunda OZHS8 susunun ise
OZH3’e oranla GIS’den gegisteki canliligini daha yiiksek oranda ve daha uzun siire
koruyabildigi sonucuna ulasilmistir. /n vivo transitlerinin basarili oldugu gdzlemlenen
bu iki sus, ¢alisma siiresince bu asamaya kadar test edilen biitliin probiyotik kriterlere

uygun bulunmustur.

Arastirma sonucunda yapilan deneyler dogrultusunda evrensel probiyotik Kriterlerine
uygun olan Lactobacillus plantarum OZH8 ve Lactobacillus sakei OZH3 olmak iizere
iki adet LAB susu tanimlanmistir. Probiyotiklerin insan ve hayvan beslenmesinde
destekleyici ajanlar olarak kullaniminin giderek Onem kazandigi gida ve yem
endiistrisinde, yeni probiyotik suslarin tanimi tiim diinyada yiiksek biitcelerle
desteklenen c¢alismalardir. Yapilan aragtirmalar probiyotiklerin uygulamali olarak
kullanimini tasarlamaktadir. Bu ¢aligmada yapilan ve ileride yapilmasma gereksinim
duyulan in vitro analizler ile probiyotik 6zellikleri bakimindan 6ne ¢ikan bu iki susun
probiyotik olabilmesi i¢in dnemli veriler saglanmaktadir. Ancak bu veriler bu suslara

‘probiyotik suslar’ denilebilmesi i¢in heniiz yetersiz verilerdir. Bu iki probiyotik

o1



olabilme oOzelligi gostermesi beklenen laktobasilin uygun gelisim kosullarinin
incelenmesi, endiistriyel iiretim siireglerine uygunlugunun belirlenmesi, genomik ve
proteomik karakteristiklerinin tanimlanmasi gibi daha pek ¢ok in vitro ve in vivo
(hayvan ve insan denemeleri) deneye gereksinimleri vardir. Bu siireglerin
tamamlanmas1 halinde Lactobacillus sakei OZH3 ve Lactobacillus plantarum OZH8
suslarinin  probiyotik olarak nitelendirilebilme ve patentlenebilme olasiligi

bulunmaktadir.
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EK 1 Besiortamlari

MRS BESIYERI (52.2g/L)

100 ml’de 5.2 g hazir besiyeri igerigi ¢oziilerek hazirlanmistir. Kati besiyeri i¢in % 1.5
agar ilave edilmis ve sterilizasyon 121°C’de 12 dakika yapilmuistir.

Icerik %g
Kazein pepton 10
Et ekstrakt 8
Maya ekstrati 4
Glukoz 20
Dipotasyum hidrojenfosfat 2
MgS0O,.7H,0 0.5
MnS0O,4.4H,0 0.2
Tween 80 1ml
Triamonyum sitrat 2
Sodyum asetat 5
pH 5,7+0.02

TGE BESIYERI (Tripton-glucose-yeast extract)

Icerik %g
Tripton 1.0
Glukoz 1.0
Maya ekstrati 1.0
Tween 80 0.1
MgSO, 0.005
MnSO, 0.005

Bu igerikler 100 ml distile su igerisinde ¢oziiliir, pH 6.8’e ayarlanir. Kat1 besiyeri
hazirlamak ig¢in tizerine % 1.5 agar eklenir. 121°C’de 15 dakika sterilize edilir.

TSB BESIYERI
Icerik

Kazein pepton
Soya pepton
NaCl

Glukoz

KoHPO,

%g
1.7
0.3
0.5
0.25

0.25

Sterilizasyondan once pH 7.3 +0.2’ye ayarlanarak 121°C’de 15 dakika sterilize edilir.



EK 2 Tampon ve ¢ozeltiler

TBE TAMPONU (Tris-Borik asit-EDTA)1X

Icerik (pH: 8.3) % g
Tris 10.8
Borik asit 5.5
EDTA (1M) 0.95
Distile su 110t

FOSFAT TAMPON SOLUSYONU (PBS)

icerik (PH=7,4) % gr
NaCl 2

Na2HPO4 0.144
KH2PO4 0.024

ETIDYUM BROMIT COZELTISi

icerik % g
Etidyum bromit 1.0
Distile su 100 ml

Bu bilesenler ¢oziilerek 0.22 um ¢apindaki Sartorius membran filtreden gegirilir ve + 4
°C’ de stok olarak koyu renk, 1sik almayan bir sisede saklanir.

SPHEROBLAST TAMPONU

fcerik % g
Siikroz 10
Lizozim 2
RNaz A 0,4

25 mM Tris (pH: 8,4)
25 mM EDTA (pH: 8)

Bu bilesenler ¢oziilerek 0.22 um capindaki Sartorius membran filtreden gegirilir ve - 20
°C’ de stok olarak saklanir.

LiZiS TAMPON 1

% 5 SDS ¢ozeltisi
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LiZiS TAMPON 2
5 M NaCl ¢ozeltisi
N3 TAMPONU
Icerik

5 M Sodyum asetat

Asetik asit
Distile su

68

% mL
60
11,5
28,5



EK 3 Molekiiler markor

BIO BASIC DNA Ladder 100b¢-10KB

-2
=1S00bp

-~ S00bp

w S00Dbp
- S0 bp

" «obp
- 300bp
~ 20bp

e0rg
ooy
SOy
«0rg
k)
20rg
150rg
w1000 bp 100ng
e0rg
&0y
Sorg
+0rg
g
2y
= 100bp 10Org
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EK 4 Etik kurul karar1 ve Deney Hayvanlar1 Kullanim Sertifikas1
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