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YUKSEK LISANS TEZI

FARKLI KAYNAKLARDAN iZOLE EDILEN LAKTIK ASIiT NAKTERILERININ
(LAB) PROBIYOTIK POTANSIYELININ BELIRLENMESI

Yasemin KAYA
Subat 2020, 122 sayfa

Probiyotikler, gastrointestinal sistem sartlarinda canliligi kaybetmeden insan bagirsak
mukozasina kolonize olan ve intestinal sistemde ¢esitli fonksiyonlar icra ederek canlilarin
sagligini olumlu yonde etkileyen mikroorganizmalardir. Simdiye kadar farkli kaynaklardan
probiyotik suslar elde edilmis ve bir kismi ¢esitli pazar paylarina ulagmistir. Yeni potansiyel
probiyotik suslarin izolasyonu da giderek 6nemi artan bir konu haline gelmistir. Bu kapsamda
bu tez ¢alismasinda eksi hamur ve yeni dogmus bebek diskisindan izole edilip tanimlanmis olan
Laktik Asit Bakterisi (LAB) tiirlerinin probiyotik potansiyellerinin ortaya ¢ikartilmasi
amaclanmistir. Bu dogrultuda test edilen suslarda oncelikle EPS iiretiminden sorumlu genlerin
tespiti i¢in PCR islemi uygulanmistir. Daha sonra {iretilen EPS’in iiretim seviyesi DNS metodu
ile belirlenirken, EPS’lerin monosakkarit kompozisyonu ise HPLC analizi ile ortaya konmus
ve biitiin suglarin glukoz monomerinden olustugu tespit edilmistir. Bu suslarda antibiyotik
direngliligi test edilmis, kanamycine kars1 tiim suslar direng gosterirken, streptomycine karsi
ise L.rhamnosus C-9A ve P.pentosaceus WPS-8 suslart disindaki tiim suslar direng
gostermistir. Genellikle suslarin ¢ogu, analiz edilen patojenlere karsi etki gosterirken, L.
rhamnosus C-9A ve L. paracasei WPS-11 suslar ise Salmonella typhimurium’a kars1 etki
gostermemistir. Ayrica antifungal etki i¢in 6 farkl kiife karsi etki arastirilmis ve test edilen
tiirlerin 6nemli oranda antifungal aktivitesi oldugu ortaya konmustur. Tiirler arasinda belirgin
farkliliklar olmakla birlikte n-hexadecene ile yapilan hidrofobiste tespitinde suslar 9%3-81.2
oraninda tutunma gosterdigi, en yiiksek hidrofobikligi ise P.pentosaceus WPS-8 susunun
gosterdigi tespit edilmistir. Ardindan suslarin insan HT-29 hiicre hattina tutunma yetenekleri
incelenmistir. Tutunma oranlarinin %0.29-9.54 arasinda degistigi ve L. paracasei C-7B
susunun en yiiksek tutunum kapasitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Genel olarak 24 saatlik
inkiibasyondan sonra tiim suslarin iyi oranda safrayi tolere ettikleri tespit edilirken, pH 4’de
eksi hamurdan izole edilen suglarin gelisimlerinde 6nemli oranda diisiis meydana geldigi tespit
edilmistir. Yine ayni1 sekilde simiile edilmis gastrointestinal sartlarda suslarin canliliklart %39-
97 arasinda oldugu gozlemlenmistir. Son olarak suslarin GABA iiretimi HPLC islemi ile
incelenmistir. Sonug¢ olarak fermete iiriinlerden ve bebek digkisindan izole edilen LAB
tiirlerinden bazilarinin potansiyel probiyotik olabilecekleri ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Probiyotik, eksi hamur, HT-29 hiicre hatti, GABA.
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ABSTRACT

MASTER THESIS

DETERMINATION OF PROBIOTIC POTENTIAL OF LACTIiC ACID BACTERIA
(LAB) iISOLATED FROM DIFFERENT ORIGINS

Yasemin KAYA
February 2020, 122 pages

Probiotics are beneficial microorganisms that show survival under gastrointestinal conditions,
adhesion to the intestinal surface and different functions which result in several health benefits
to the host. With this regards, this study aimed to isolate LAB from sourdough and human feces
and test their potential probiotic functions. At first, the genes responsible for the EPS production
were detected by PCR analysis. Then the level of EPS production was determined by DNS
analysis and the monomer composition of the EPS structure was determined by HPLC analysis
and in all EPSs from distinct strains glucose was detected. In antibiotic sensitivity tests, while
all isolates were resistant to kanamycin, all isolates were resistant to streptomycine, except L.
rhamnosus C-9A and P. pentosaceus WPS-8 strains. In general, antimicrobial activity was
observed against tested pathogens except L.rhamnosus C-9A and L.paracasei WPS-11 which
did not reveal any antimicrobial activity against Sal/monella typhimurium. The antifungal
activity of the isolates was determined against 6 fungi and all strains revealed different level of
antifungal activity. The cell surface hydrophobicity was determined with n-hexadecene and
strains revealed % 3-81.2 level of hydrophobicity and P.pentosaceus WPS-8 showed the
highest hydrophobicity. Importantly, the adhesion to HT29 cells was determined and the
adhesion levels were determined between %0.29-9.54 and L.paracasei C-7B showed the
highest adhesion. In general all isolates tolerated the bile salt after 24 h and the sourdough
isolates showed lower level of survival at pH 4. Similarly, the survival under simulated
gastrointestinal conditions of the isolates was determined to be between %39-97. Production of
GABA among the LAB isolates was also determined as an important compound for neural
system. In conclusion, tested isolates from sourdough and human feces could be potential
probiotic strains.

Keywords: Probiotic, sourdough, HT29 cell line, GABA.
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BIRINCi BOLUM
Giris

Bagirsak sistemi besin acisindan oldukg¢a zengin oldugundan, trilyonlarca bakteriyi
barmdirmaktadir. Bunlarin biiylik cogunlugu bagirsak kolonunda yerlesmis olup mikrobiyal
habitat icin belirlenen yogunlugun yaklasik olarak 10''-10'? kob/g oldugu bilinmektedir
(Hooper, & Gordon, 2001). Bu ortamdaki mikroorganizmalara genel cercevede bakildiginda
konak¢inin normal florasi olarak tanimlanmaktadir. Mikroflora igerisinde bulunan
mikroorganizmalar iki grup altinda incelenmekte olup konak¢inin bagisikligini olumlu yonde
etkileyen mikroorganizma tiiriine ‘‘probiyotik’’, olumsuz yonde etkileyen zararli
mikroorganizma tiirtine ise ¢’ patojen’’ ad1 verilmektedir (Cakir, 2003). Konakg1 ile mikrobiyal
denge halinde olan bu organizmalar iklim degisikligi, bilingsiz antibiyotik kullanimu, stres vs.
gibi olumsuz c¢evre kosullarindan ¢ok kolay etkilenmektedir. Mikrobiyal dengenin
bozulmasiyla konak¢r sagligi da olumsuz yonde etkilenmektedir. Bu gibi istenmeyen
durumlarda beslenmeye ek olarak takviye gidalar ve yararli mikroorganizmalarin alinmasi

suretiyle konak¢inin mikrobiyal dengesinin korunmasi gerekmektedir.

Probiyotikler, insan ve hayvanlarin sagligini tesvik etmeleri i¢in tasarlanmis yem ya da
diyet takviyeleri olarak kullanilan canli mikrobiyal preparatlardir. Probiyotik
mikroorganizmalar arasinda ise Laktik Asit Bakterileri (LAB), deneysel analizlerde belirlenmis
bliyiik bir bakteri grubudur (Salminen vd., 1998). Bilindigi tizere LAB’nin gidalarda kullanimi
uzun bir siiredir devam etmektedir. Bunlar arasinda Lactococcus ve Lactobacillus cinslerinin
tiyeleri en yaygin olarak kabul goérmiis gilivenli statiisiine sahip mikroorganizmalardir. Bunun
yani sira Enterococcus gibi bazi LAB tiirlerinin patojenite etmenlerini tagidiklarina dair bilgiler

bulunmaktadir (Salminen, & Wright, 1998).

Bagirsak ekosisteminin modiilasyonuyla yasamin uzamasina yonelik yapilan teoriler
lizerinden neredeyse yiizyll gecmistir. Bununla birlikte son zamanlarda probiyotik
caligmalarinin bilimsel temeli olusmus ve bazi suslarin klinik ¢alismalar1 yayimmlanmastir.
Boylece bazi probiyotik suslarin fizyolojik ve besinsel 6zellikler iyice anlagilmis olup aymi
zamanda da konake¢inin sagligi iizerinde tesvik edici ve koruyucu etkilerinin dogrulanmast

saglanmistir (Lee, & Salminen, 1995).



Probiyotikler, FDA (Food and Drug Administration-Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi)
tarafindan onaylanmis olup GRAS (Generally Recognized as Safe — Genellikle Giivenli Kabul
Edilen) statiisiinde olan mikroorganizmalardir. Bununla birlikte probiyotiklerin sagligi takviye
edici olarak kullaniminda dikkat edilecek husus uygun doz ve spesifik probiyotik suslar
arasindaki iligkidir (Sarowska, Choroszy-Kro6l, Regulska-Ilow, Frej-Madrzak, & Jama-
Kmiecik, 2013). Yeni probiyotik mikroorganizma se¢iminde ya da genetik modifikasyona
ugratilmis suslarm kullaniminda, bu suslarin giivenligi konusunda yarar-risk orani hesaba
katilmal1 ve yapilan ¢calismalarin dikkatle incelenmesi gerekmektedir. Ayrica yeni probiyotikler
saglikli insan bagirsak florasinda yaygin olarak bulunan sus ve cinslerden olusmalidir. Bu
nedenle probiyotik mikroorganizmalarin konak¢1 saglig: tizerinde yan etkisi olmamasi adina
biitiin Ozellikleri karakterize edilmelidir (Salminen, & Wright, 1998). Ciinkii bazi
probiyotiklerin sagligir tesvik etmeleri tiire bagimlilik gostermektedir. Yapilan caligmalar
sonucunda, saglik lizerine probiyotiklerle ilgili bagirsak rahatsizliklarini onarmaya yardimei ya
da korunmasini saglandig1 yoniinden bir¢ok iddialarda bulunulmustur. Ancak bu etkinin sadece
klinik sartlar altinda ve rasgele secilmis plasebo-kontrollii bazi suslarda oldugu gézlemlenmistir

(Marteau, Vrese, Cellier, & Schrezenmeir, 2001).

Probiyotiklerin yararh etkileri gecen yiizyilin baginda ilk defa Nobel 6diillii Rus bilim
adam1 Elie Metchnikoff tarafindan ortaya atilmistir. Yaglanma {izerine bir takim ¢aligmalar
yapan Rus arastirmacit yasami boyunca uzun dmiirlii olmay1 LAB i¢eren yogurt alimina bagh
oldugunu savunmustur (Metchnikoff, 1907). Metchnikoff, yaptig1 gézlemlerle bir doniim
noktasi niteligi tasiyan bilgiler ortaya attigindan dolayir probiyotigin babasi olarak kabul
edilmektedir. Bu aragtirmaci yogurt gibi fermente siit lirlinlerinin diizenli bir sekilde tiiketimi
ile daha saglikli ve uzun dmiirlii olma arasinda pozitif bir iliski oldugunu 6ne stirmiistiir. Bunun
tizerine Bulgar Doktor Stamen Grigorov immiin sistemi iyilestirici etkisinin yogurttaki saglikli
bakteriler ile iligkili oldugunu kesfetmistir (Anukam, & Reid, 2007). Bagirsak mikroflorasi
bakteriyel koleksiyon agisindan en yogun ve cesitliligi olusturmasi nedeniyle konak¢inin
gastrointestinal sistem mikroflorasinda bazi biyokimyasal, fizyolojik ve immiinolojik 6zellikler
meydana gelmektedir. Nitekim bagirsak florasinda bulunan probiyotik mikroorganizmalar
patojenik mikroorganizmalar tarafindan olusturulan kolonizasyon riskini azaltmakta ve boylece
bagirsak rahatsizliklarinin olusumuna engel olmaktadir (Tannock, 1999). Yapilan bir¢ok
calismada enterik enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotiklerin kullanimina alternatif olarak
probiyotiklerin kullanimi ile hastaliklar iizerindeki probiyotiklerin etkinligi gosterilmistir
(Marteau vd. , 2001). Konakg1 tarafindan alinan probiyotiklerin hayatta kalmasi gastrointestinal

sistemde bulunan suslar arasinda farklilik gostermektedir. Bazi suslar midede hizlica 6liirken,



Bifidobacteria ve Lactobacillus acidophilus gibi mikroorganizmalar tiim sindirim boyunca ¢ok

yiiksek konsantrasyonda bagirsak sisteminden canli olarak gegmektedir (Marteau, 1993).

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarla probiyotik takviyesi yapilmig iiriinlerin insan ve
hayvanlarin beslenmesinde fonksiyonellik kazandirdig: bildirilmektedir. Ozellikle de fermente
edilecek silite probiyotik mikroorganizma ilavesiyle tliketici biinyesinde bagisiklik
fonksiyonunun arttifi ve bdylece hastalanma potansiyelinin azaldigi yoniinde c¢aligmalar
yiriitiilmiistir (Demirgiil, & Sagdig, 2018). Ayrica probiyotik ilavesi yapilmayan fermente siit
tirinleri de probiyotik mikroorganizma bakimindan olduk¢a zengin bir kaynak olarak
degerlendirilmektedir. Uriinlerde kullamlacak probiyotik tiirler de sus bazinda biiyiik
farkliliklar goriilmekte olup 6zgiin tiirlerin genel olarak yerel ve geleneksel {iriinlerden izole

edilebilecegi hususu lizerinde durulmaktadir.

Ticari olarak satilan suslardan antimikrobiyal, antifungal, diisiik pH ve safra tuzu gibi
etkilere kars1 tek baglarina kullanimlarinda ya da birlikte kullanildiklarinda antagonostik etki
gostererek her zaman istenilen etkilerin tiimiinii gosteremedikleri belirlenmistir. Bu yiizden
yapilan caligmalarla probiyotiklerin farkli kombinasyonlar1 uygulanarak pazara sunulmasi
tilketici acisindan daha saglikli olmakta ve yeni mikroorganizmalara ihtiyac1 ortaya
cikarmaktadir. Ulkemiz fermente iiriin {iretimi agisindan genis bir cografyaya sahip oldugundan
dolayr ciddi anlamda bu iriinlerin toplanip LAB’larin tanimlanmasi ve suslarin
karakterizasyonunun yapilmasi hem diga bagimliligin azaltilmasinda hem de tilkemizde kiiltiir

koleksiyonun olugsmasinin saglamasinda iimit verici bir durum olarak goriilmektedir.

Bu tez kapsaminda daha onceden eksi hamur ve bebek diskisindan izole edilip
tanimlanan LAB suglarinin in vitro kosullar altinda incelenerek probiyotik olabilecegi
diisiiniilen suslarin  agiga kavusturulmasi amaglanmaktadir. FElde edilen verilerin
degerlendirilmesiyle, endiistriyel agidan 6nem arz eden suslarin gida formiilasyonlar1 gibi farkli
caligmalarda kullanilabilecek potansiyel probiyotiklerin iiretimine katki saglayacagi

distiniilmektedir.



IKINCI BOLUM
Kaynak Ozetleri

Probiyotigin Tanim ve Tarihcesi

Probiyotik Yunanca ‘‘pro’’ ve ‘‘biota’’ kelimelerinden tiiretilmis olup ‘‘yasam i¢in’’
(antibiyotik karsit1) anlamina gelmektedir (Hamilton-Miller, Gibson, & Bruck, 2003).
Probiyotik terimi 1954 yilinda Ferdinand Vergina tarafindan tibbi terminolojiyle ortaya
¢ikarilmis ve bu arastirmact “Anti- und Probiotika’’ adli makalesinde ‘‘probiotika’’ adi
verilerek pozitif etki gdsteren bakteriler ile bagirsak mikroflorast {lizerinde olumsuz etki
gosteren antibiyotikler ve diger antimikrobiyal preparatlarin kiyaslamasini yapmistir (Sarowska
vd., 2013). Bunun iizerine birka¢ yil sonra Lilly ve Stillwell tarafindan probiyotikler, diger
mikroorganizmalarin gelisimini stimiille eden mikroorganizmalar olarak tanimlanmigtir
(Holzapfel, & Schillinger, 2002). Yirminci ylizyilin ikinci yarisinda bir takim c¢aligmalar
yiiriitiilmiis ve bu ¢alismalar sonucunda bilim adamlar1 probiyotik kavramini “‘yeterli miktarda
alindig1 takdirde konakg¢iin saglig tizerinde yararli etkileri olan canli mikroorganizmalar’’
olarak tanimlamislardir (FAO, 2002). Fuller (1989) ise, intestinal mikrofloray1 olumlu yonde
etkileyerek konake¢min sagligini tesvik eden gida katki maddeleri seklinde tanimlamistir. Bu
tanim1 yaparken gidada kullanilacak her bir susun iiriindeki etkinligine ve giivenligine dikkat

edilerek incelenme hususunun 6nemine deginmistir.

Probiyotik olarak segilen suslar cogunlukla Lactobacillus ve Bifidobacterium cinslerine
ait olmakla beraber kullanimi1 giderek artmaktadir (Ravula, & Shah, 1998). Probiyotik tiir
se¢ciminde LAB tiirleri bu mikroorganizmalarin biiyiik bir kismin1 olustururken bazi1 Bacillus
ve maya suslari da uygun aday probiyotik niteligi tasimaktadir (Gueimonde, & Salminen,
2006). Segilen bu probiyotikler genellikle konak¢inin gastrointestinal florasini bozan spesifik
faktorlerden kaynakli hastaliklart hedefleyerek kullanilmigtir. Bu hastaliklara antibiyotik
kullanimina bagli olarak olusan diyare, psddomemranoz kolitis ve ince bagirsakta meydana
gelen bakteriyel bliylime 6rnek verilebilir. Mikrobiyal dengesi bozulan floranin normal halini
alincaya kadarki gecen siirecte probiyotiklerin saglig1 tesvik edici 6zellikler gosterdigi one

stirtilmiistiir (Rolfe, 2000).

Konak¢imnin saglhigim tesvik edip terapotik etkisini ortaya ¢ikarabilmek i¢in iiriinlerde

bulunan probiyotik iceriginin tiim raf émrii boyunca yeterli sayida canli mikroorganizma



icermesi gerekmektedir (Ravula, & Shah, 1998). Ayni zamanda ise yutulduktan sonra
gastrointestinel sistem boyunca mide ve safra asitleri gibi olumsuz kosullara kars1 aktivitesini
yitirmeden canliligini devam ettirebilmelidir. Yapilan sayisiz in vitro ve in vivo ¢aligmalar,
firsatgr ve patojenik mikroorganizmalara karsit probiyotiklerin bagirsak florasinda bariyer

gorevi gordiigiinii bildirmistir (Fuller, 1991).

Probiyotikler gida {iriinlerinde diyet takviyesi olarak kullanilmaktadir. Birlesik
devletlerde insan kullanimi i¢in probiyotik ilaglar iiretilmemesine ragmen, Tarim Bakanligi
tarafindan onaylanmis hayvan sagligima doniik olarak mikrobiyal preparatlar ticari pazarda
yerini almig durumdadir. Amerika Birlesik devletlerinde ise probiyotik bakteri igeren gida
iiriinleri cogunlukla siit iiriinleridir. Urettikleri yogurdun yaklasik %80’inde probiyotik dzellik
gosteren Lb. acidophilus bulunmaktadir. Bazi {iriinler de ise, ayrica Bifidobacterium ilavesi
yaparak pazara sunmaktadirlar (Sanders, 2003). Diinya genelinde ise probiyotikli yogurt
(Acidophilus-Bifidus) iiretimi ve pazarlanmasinda artig goriilmektedir. Ancak probiyotiklerin
bilimsel dogrulugunun saptanabilmesi ve akabinde bu uygulamalarin giderek artis
gosterebilmesi i¢in konake¢1 ile mikroorganizma arasindaki iliski acisindan endiistriyel

caligmalarin desteklenmesi gerekmektedir (Tannock, 1997).

Probiyotik olarak kullanilan LAB; gida alerjileri, enflamatuar bagirsak hastaliklari,
kabizlik, laktoz intoleransi, rotaviriis ve diger enterik patojenlere bagl akut gastro-enterit gibi
bagirsak rahatsizliklarini yonetme kabiliyetine sahiptirler (Gilliland, 1990; Isolauri, Jalonen,
Juntunen, Rautanen, & Koivula, 1990; Salminen, Elomaa, Minkkinen, Vapaatalo, & Salminen,
1988; Salminen, Isolauri, & Salminen, 1996a). Bu tiir rahatsizliklarin 6nlenmesi i¢in secilen
probiyotiklerin gastrointestinal sistemde kolonize olarak cesitli patojenlerin yerlesmesini
engellemeleri hedeflenmektedir (Forestier, De Champs, Vatoux, & Joly, 2001; Lu, & Walker,
2001).

Bagirsak Sisteminin Mikroflorasi

Insanlarin bakteriyel floras1 kimyasal ¢evre ile etkilesime girmesinden dolay1 en 6zel
kisim olarak nitelendirilmektedir. Gastrointestinal sistemin mikroflorasi yiiksek karmasikligi
temsil eden bir ekosistem olmasi sebebiyle bu sistem hakkinda elde edilen bilgiler sinirli
diizeydedir (Berg, 1996). Tiim memeli tiirlerinin bagirsak sistemi kompleks mikroorganizma
toplulugundan olusmakta olup mikroflorasinda ¢ogunlukla anaerobik tiirlerin barindirdig:
bilinmektedir (Tannock, 1995). 1960’l1 yillarin basinda gastrointestinal sistemin farkli
kisimlarinda mikrobiyal popiilasyonun iizerinde ayrintili bir sekilde ¢calisma yapilarak veriler

ortaya ¢ikarilmistir (Lerche, 1962; Reuter, 1965a, 1965b, 1969).



Ayni bireylerin farkli diskilarindan sayica baskin cinsler tespit edilirken bakteriyel
tiirlerinin popiilasyonunda biiyiik ¢esitlilik goriilmektedir (Moore, Cato, & Holdeman, 1978).
Bakteriyel kompozisyonun gastrointestinal sistem boyunca Onemli oranda farkliliklar
gdstermesiyle birlikte mide de asidik sartlardan dolayi total bakteri sayis1 genellikle 10* kob /g
altinda olmaktadir (Gibson, & Macfarlane, 1995).

Mikrobiyal topluluktaki c¢esitlilik hem gastrointestinal sistemdeki bir dizi
karmagikliktan hem de stres, diyare, ilag kullanimi gibi ¢evresel etmelerden dolay:
etkilenmektedir. Agiz boslugunun nétre yakin pH’sindan sonra midenin diisiik asitliginde cogu
mikroorganizma zarar gérmektedir. Bu sebeple Sekil 1’de goriildiigii gibi, ortam streptokoklar
ve laktobasiller gibi Gram pozitifler tarafindan domine edilmektedir. Ayrica sekilde de
gosterildigi  gibi, gastrointestinal sistem farkli kisimlardan olustugundan dolay1
mikroorganizma tiiriinde de boliimsel farliliklar nedeniyle ¢esitlilik goriilmektedir. Duodenum
da mikroorganizmalarin yasamsal faaliyetlerini siirdiirebilmeleri yoniinden safra ve pankreatik
stvilarin, istenmeyen ortami olusturmasi nedeniyle diisiik oranda canli mikroorganizma

kalmaktadir (Lerche, 1962; Reuter, 1965a, 1965b).

Stoinach aivd Duodenum
(10" — 10" CFLmI)
| actnbanib

Streptococci
Yeasts

Jejunum and llgum

(10" = 107 CFUim

Lactobacili Gactercies
Enlwubackhanacras Hifidnbacteria

dtreptococe Fusobaoterna

Colon

(10" = " CEg)

Fiactaroiies Clostridia Foaudomsania
Efidobacteria Voitanella  Yeast
Streplocoee Luestabmeilli - Protorna
Fuzsobsctena Frofeus

Crterchacteriaceas  Staphylococd

Sekil 1. Insan gastrointestinal sistem mikroflorasinin dagilimi (Holzapfel, Haberer, Snel,
Schillinger, & Veld, 1998).

Insan kalin bagirsaginin mikrobiyal popiilasyonu olduk¢a yogun bir ortamdir. Bu
bakterilerin ¢ogu mutlak anaerobik olmakla beraber gram negatif fakiiltatif anaerob patojenleri
icermektedir. Ornegin Enterobacteriaceae familyasindan Escherichia coli genellikle
karakteristik bagirsak bakterisi olarak bilinmektedir (Gibson, & Macfarlane, 1995).
Gastrointestinal sistemde bulunan bakteriyel cesitlilik Tablo 1’de gosterilmistir. Dogum ile
birlikte kalin bagirsagin mikrofloras1 olugmaktadir. Baslangicta fakiiltatif anaerobik suslar
ortami domine ederken daha sonra uygulanan farkli diyet tiplerinde dolay1 biiylik Olciide

tiirlerin bilesim kompozisyonunda degismeler meydana gelmektedir. Anne siitiiyle beslenen



bebeklerin fekal florasinda bifidobakteriler hakimiyet gosterirken, bu durumun tam tersi olarak
farkl1 formiilasyonlar ile olusturulmus iirlinler tiikketen bebeklerin gaitasi bifidobakteri,

bakteriodes ve streptokoklar gibi kompleks bir mikrobiyotaya sahiptir (Ducluzeau, 1993).

Insan bagirsak mikroflorasinin kontroliinde laktobasillerin énemli bir rolii olduguna
inanilmaktadir. Laktobasiller ve bifidobakteriler probiyotik olarak davranmasiyla birlikte
kolonik bakteri dengesini saglayarak konakg¢i iizerinde olumlu etkiler olusturmaktadirlar
(Fuller, & Gibson, 1997). Laktobasillerin yutulmasiyla beraber intestinal flora degisebilmekte
(Clements vd., 1981; Clements, Levine, Ristaino, Daya, & Hughes, 1983; Shahani, & Ayebo,
1980; Watanabe, Morotomi, Kawai, & Mutai, 1977) ve bu laktobasiller de saglikli anneden
emzirilen bebeklerin gastrointestinal sistemine dogrudan gecerek kolonize olabilmektedirler
(Benno, Sawada, & Mitsuoka, 1984). Bununla beraber saglikli fetiis dogumdan Once steril
olarak kabul edilirken, dogum sirasinda veya sonrasinda sindirim kanalinda mikroorganizmalar
edinebilmektedir. Ancak bebegin bagirsagindaki laktobasillerin ortama nasil kolonize olduguna
dair bilgiler yetersiz kalmaktadir (Gr6lund, Lehtonen, Eerola, & Kero, 1999; Long, & Swenson,
1977, Tannock, Fuller, Smith, & Hall, 1990).

Tablo 1. Sindirim Sisteminde Siklikla Karsilasilan Mikroorganizmalar (Cakir, 2003)

Sindirim sisteminde

bulunan Kisim Baskin bakteriyel flora
Agiz boslugu Lactobacillus, Bacteriodes, Fusobacterium
Yutak Lactobacillus, Bacteriodes, Fusobacterium Veillonella
Mide Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Fusobacterium
Streptococcus, Enterococcus,Lactobacillus, Veillonella,
Duodenum .
FEubacterium
Jejunum FEubacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Veillonella
Ince Bagirsak Enterococcus, Lactobacillus, Eubacterium Veillonella
. - Peptostreptococcus, Bifidobacterium, Bacteriodes, E.coli, Eubacteriu
Kor bagirsak o . :
m, Clostridium, Lactobacillus Fusobacterium
9 Peptostreptococcus, Bifidobacterium, Bacteriodes, E.coll,
Kalin Bagirsak FEubacterium, Clostridium, Lactobacillus Fusobacterium
Aniis Peptostreptococcus, Bifidobacterium, Bacteriodes, E.coli,

Eubacterium, Clostridium, Lactobacillus Fusobacterium

Bazi1 LAB suslar1 insan ekosisteminde, vajina, agiz boslugu gibi farkli boliimlerde yer
alarak yararli etkiler olusturabilmektedir. Bu durum probiyotiklerin neden uygulandiklarin
aciklamaktadir. Yapilan bir takim ¢aligsmalarda insan gastrointestinal sistemi ile iliskili tipik
laktobasilleri tanimlamis ve konakg¢idaki homofermatif laktobasilleri 3 grup altinda
incelemistir. Bunlar ““Lb. acidophilus, Lb. salivarus ve Lb. casei’’ olarak varsayillmis ve daha

sonra insan gastrointestinal sistemiyle iliskili olarak 6nemli olan laktobasillerden *‘Lb.



fermentum ve Lb. reuteri’’ adli mikroorganizmalar tanimlanmistir (Reuter, 1965a, 1965b,

1969).

Probiyotikler yeterli miktarda alindig1 takdirde gastrointestinal mikrobiyotada 6zellikle
Lactobacillus ve Bifidobacterium cinslerine ait suslar ortami domine eden gruplar arasinda yer
almaktadir (Guarner, & Malagelada, 2003). Hakimiyet gosteren Lactobacillus ve
Bifidobacterium cinsleri probiyotik mikroorganizmalarin en 6nemli taksonlar1 arasinda yer
almaktadir. Probiyotik potansiyeli tasiyan mikroorganizmalar yutuldugu zaman metabolik
aktivite gosterebilmesi i¢in yeterli sayida alindiginda gastrointestinal sistemdeki bazi engelleri
asmal1 ve gecici olarak da olsa yararh etkiler gosterebilmelidir (Clara vd., 2011). Probiyotikler
yutulduktan sonra mide de bulunan gastrik enzimlerden dolay1 olusan son derece diisiik pH nin
ardindan, pankreatin ve safra tuzlari ile kars1 karsiya kalmaktadirlar. Yasamsal faaliyetlerinin
siirdiirerek sagligi tesvik etmeleri acisindan potansiyel probiyotiklerin bu tiir engellere karsi

direng gostermesi gerekmektedir (Masco, Crockaert, Van Hoorde, Swings, & Huys, 2007).

Konakgr ile intestinal mikroflora arasinda simbiyotik bir iligki vardir. Bu durum her iki
taraf icinde karsilikli avantaj olarak degerlendirilmektedir. Ozellikle de intestinal sistemdeki
baz1 bakteriler konakg¢1 ile interaksiyona girerek, patojenik Ozellik  gdsteren
mikroorganizmalarin kolonizasyonunu 6nleme ve normal mukozal immiin sistemin gelisimine
yardimc1 olma gibi ¢esitli fonksiyonlarin olusumuna katkida bulunmaktadir (Falk, Hooper,
Midtvedt, & Gordon, 1998; Sartor, 2008). Sekil 2’de bagirsak mikroflorasinda kommensal
yasam siliren mikroorganizmalarin jejunum-ileum bolgesindeki gosterimi verilmistir. So6z
konusu olan bakteri-konak¢1 etkilesiminin de8ismesi halinde kommensal bakteriler

patajoniteye egilim gostererek bagirsak hastaliklarinin olusumuna yol agabilmektedir (Ojetti
vd., 2009).

SIS tamebacihs
fffl" (Testridum

Sirepioms
|

Sekil 2. Jejunum-ileum bolgesinde bulunan mikroorganizmalar (Conrad, & Vlassov, 2015).

Genellikle yogurt, fermente gidalar ve et iirlinleri iizerinde yapilan bir takim

caligmalarda, probiyotik olarak kullanilan bifidobakteri ve laktobasil cinslerin gidaya takviye
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edildiginde bagirsaklara kolonize olma yetenegine sahip olduklar1 gésterilmistir (Salminen vd.
, 1996a; Salminen, Isolauri, & Salminen, 1996b; Salminen vd., 1996).LAB, fermente {iriinlerin
olusumunda baslica rol oynamaktadir. LAB tarafindan iiretilen bir diger fermente iiriin olan
eksi hamur, fermente edilebilir karbonhidratlar bakiminda olduk¢a zengindir ve baglangigta pH
5.0-6.2 degerine sahip olmaktadir. Bu nedenle tahil iiriinlerinden ve hazirlanma sartlarindan
dolay1 karakteristik LAB tiirlerinin gelisimine olanak saglamaktadir (De Vuyst, & Neysens,
2005). Spontan fermantasyon sirasinda, homofermantatif laktobasiller (Lb. casei, Lb.
delbrueckii, Lb. farciminis, Lb. plantarum) , heterofermantatif laktobasiller (Lb. brevis, Lb.
buncheri ve Lb. fermentum) ve Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus gibi LAB
tiirleri ortam1 hakimiyet altina alarak Gram negatif tiirlerin gelisimini engellemektedirler (Stolz,
1999). Ayrica eksi hamur karbonhidrat bakiminda zengin olmasinin yani sira ortami domine
eden LAB tiirleri tarafindan Ekzopolisakkarit (EPS) tiretimi de s6z konusu olabilmektedir. Eksi
hamur kaynakli LAB tiirlerinin genellikle glukan ve fruktan tipi EPS iirettikleri bildirilmistir
(Bounaix vd., 2009).

Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirleri gelismis iilkelerde probiyotik kiiltiirlerin
onemli bir kismmi olusturmaktadir (Fuller, 1992). Ozellikle gidalarda uygulanabilirlik
acisindan hafif asitli yogurt iiretimi bagirsakta beklenen kolonizasyon sagladigindan dolay1
1960 yilinin sonlarina dogru Almanya’da ““Lb. acidophilus’® ve ‘‘Bifidobacterium bifidum’’
tiirleri tanitilmigtir. Insan orjinli LAB tiirlerinin Almanya’da 20, Japonya’da ise en az 40 yildan
daha fazla bir siireyle fermente siit iirtinlerinde kullanimi s6z konusudur (Schuler-Malyoth,
Ruppert, & Miiller, 1968). Metabolizmada aktif rol oynayan karbonhidrat fermantasyonu kisa
zincirli yag asitlerine neden olmaktadir. Kisa zincirli yag asitleri fermantasyonun ana {iriinleri
olup, fermantasyon boyunca bagirsak mikroflorasindaki mikroorganizmalar tarafindan {ist
bagirsakta sindirilmeyen karbonhidratlardan elde edilen enerji olarak degerlendirilmektedir

(Cummings, 1997).

Probiyotik Mikroorganizma ile Konak Hiicre Arasindaki Etkilesimi

Konak¢iyr bagirsak hastaliklarindan korumak icin probiyotiklerle ilgili ¢esitli
mekanizmalar onerilmektedir. Probiyotikler, mikrofloray1r modifiye ederek salgilamis olduklar1
bilesenlerle antimikrobiyal etki gdstermeleri, patojenler ile bagirsak mukozasina yapismada
rekabet halinde olmalari, patojenlerin yasamsal faaliyetleri i¢in gerekli besinler ile kullanma
konusunda rekabet etmeleriyle konak¢inin saghigini olumsuz yonde etkileyen patojenlerinin
gelisimini minimize etmektedirler (Vogelsang, Ferenci, & Gangl, 1987)(Sekil 3). Ozellikle
LAB’lar bakteriyosin, hidrojen peroksit (H202) ve organik asit gibi tirettigi inhibitdr maddelerle

patojenik mikroorganizmalarm {irettigi metabolitleri ya da bakteriyel metabolizmay1 inhibe
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etmektedirler (Singh, & Bunger, 2014). Bdylece patojenlerin neden oldugu bagirsak

hastaliklarina kars1 koruyucu etki gosterebilmektedirler.

INEMLNONLOBL LA TI0N
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Sekil 3. Probiyotik mikroorganizmalarin etki mekanizmasi (Singh, & Bunger, 2014).

Probiyotiklerin, enfeksiyonu oOnleyebilecegi bir¢cok mekanizma ile agiklanmaya
calisilmistir. Probiyotikler, gidanin besin degerini artirmakta ve antimikrobiyal maddelerin
iretimiyle birlikte bagirsak sistemimizde yer alan patojenik mikroorganizmalara epitelyal
inhibisyon saglayarak mukozal yapismay1 engellemektedirler. Ayrica ortamda bulunan siirl
besin maddeleri icin rekabet icerisinde olarak patojenlerin istilasini engelleyerek bagirsak
mikrobiyotasinin modiilasyonunu saglamaktadirlar (Wan, Chen, Shah, & El-Nezami, 2016).
Probiyotiklerin etki mekanizmasi susa bagimlilik gostermektedir. Bireysel probiyotiklerin
secilerek bilimsel olarak karsilagtirilmasi hayati 6nem tasimaktadir. Bununla birlikte
mekanizmalar molekiil tiiriine ya da dogrudan hiicre-hiicre temasina dayanmaktadir (Jonkers,
2016). Yapilan bir takim calismalarla probiyotik mikroorganizmalarin insan viicudunda
olusturdugu yararli etkiler asagida verilmistir (Czerwionka-Szaflarska, & Romanczuk, 2008;

Madalinski, & Szajewska, 2004) :

Bagirsak enfeksiyonlarinin 6nlenmesi
Laktoz toleransini artmasi

Immiin sistemin gelismesi

Anti-alerjik etki

Kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesi

Kanser olusumunun énlenmesi

YV V. V V V V V

Reseptorlere ya da endotel hiicrelere yapigsmak icin rekabet etmekte ve boylece bagirsak

epitelinin patojenlere kars1 korunmasi saglanmak (Servin, 2004)
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» Antimikrobiyal bilesik tiretimi (Elmer, 2001)
» Besin icin diger mikroorganizmalarla rekabet halinde olmak (Ruszczynski,

Radzikowski, & Szajewska, 2008)

Konakgr iizerinde yaptig1 bu etkinin potansiyel sebebi olarak hem mikrop-mikrop hem
de mikrop-konak hiicre etkilesiminin muhtemel oldugu diisiiniilmektedir. Bu konu ile ilgili
yapilan bir ¢alismada patojenlerin faaliyetleri sonucu olusan zararh etkilerin engellenmesine
yonelik mikrop-mikrop etkilesimlerine odaklanilmig durumdadir (Servin, 2004). Son
zamanlarda yapilan caligmalar laktobasillerin Peyer plaklar1 ile interaksiyona girebildigini
bildirmistir (Plant, & Conway, 2001). Mukozal bariyer fonksiyonunun probiyotik
modiilasyonu, miisin salgisinin ve baglanti fonksiyonunun artmasi, epitel hiicrelerin
apoptozunun diizenlenmesi gibi cesitli mekanizmalar1 icermektedir. Ornegin yapilan bir
calismada, Lb. rhamnosus GG nin epitel hiicrelerinde sitokin indiiklenmesi ile birlikte epitel

bariyer hiicrelerini modiile ettigi gériilmiistiir (Tao vd., 2006; Yan, & Polk, 2002).

Probiyotiklerin Giivenlik Kriterleri

Kimyasal ajanlar vasitasiyla olusan hastaliklardan ziyade gidalardaki mikrobiyal
ajanlarin bilinmemesinden dolay1 meydana gelen hastaliklarinda tahmini zor olmaktadir (Tang,
Foubister, Pucciarelli, & Finlay, 1993). Dolayistyla kanitlanmis faydali mikroorganizmalar ile
karsilagilan problemler bireyden bireye gore degiskenlik gostereceginden tahminde bulunma
zor olacaktir. Gidalardaki patojenik mikroorganizmalarla yapilan bir takim c¢aligsmalar
sonucunda higbir risk olusturmama durumu ile karsilagilmamustir. Efektif dozun etkinligi 6nem
arz etmekle birlikte hem deney hayvanlarinda hem de insanlar arasinda konak hiicre ve
mikrobiyal popiilasyonda bireysel farkliliklardan dolayr minimum enfektif doz oranim
belirlenmesi uygunluk gostermemektedir (Salminen, & Wright, 1998). Yapilan bazi
arastirmalar sonucunda Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc ve Streptococcus gibi

cinslerin enfeksiyona sebep oldugu rapor edilmistir (Donohue, & Salminen, 1996).

Probiyotik mikroorganizmalarin gilivenlik kriterlerinin belirlenmesinde dort yaklagim
mevcuttur. Bunlar:

a) insan gastrointestinal sisteminde hem mukozal ylizeylerdeki hemde intestinal
sistemdeki probiyotik mikroorganizmalarin varligi ve dogal olusum sekilleri {izerine yapilan
calismalar,

b) suslarin yapisal 6zellikleriyle ilgili yapilan ¢alismalar,

c) her bir susun doza bagli cevab1 ve farmokokinetik ozellikleri iizerine yapilan

caligmalar ve

11



d) insan-konak hiicre ve sus arasindaki etkilesimin arastirilmasi (Salminen, & Wright,
1998).

LAB’1n birka¢ susunun kimyasal degerlendirmesini yapmak i¢in bu suslarda ayni
prosediirleri uygulayarak akut toksisite caligmasi yiirlitiilmiis ve calisma sonucunda akut
toksisite Ozelligine rastlanilmamistir (Donohue, & Salminen, 1996). Sindirim sisteminde
antimikrobiyal etki gosteren safra tuzlar1 kolon da kimyasal modifikasyona ugramakta bdylece
hiicre membranina zarar vererek inhibisyon olusumuna neden olmaktadir (Bilginer, & Cetin,
2019). Safra tuzunun asir1 dekonjugasyonu ve mukusun degradasyonu gibi bazi enzimatik
Ozellikler ile konakg¢ida potansiyel zarar olusturabilmektedir. Bu gibi 6zellikler in vitro
caligmalarda yer aldig1 takdirde daha fazla fikir sahibi olmak artik daha kolay olmaktadir
(Donohue, Salminem, & Marteau, 1998).

Gastrointestinal ~ sistemde  probiyotiklerin  yasamsal miicadelesinde onlarin
translokasyon ve kolonizasyon ozelliklerinin bilinmesiyle sadece pozitif etki gostermeleri
degil, yan etkilerinin de bilinmesi agisindan bu bilgilere ihtiyag vardir. Probiyotik tiikketimi s6z
konusu oldugunda viicuda aliman ayni tiirlerin gastrointestinal sistemin herhangi bir
boliimiindeki canliligi degerlendirilmek istense bile sus bazinda farklilik gostermektedir

(Marteau, 1993; Pettersson, Graf, & Sewelin, 1983).

Probiyotik Olarak Kullamilan Mikroorganizmalar

Probiyotik mikroorganizma acisindan siit ve siit iirlinleri ¢ok iyi bir kaynak olarak
goriinmesi nedeniyle, son zamanlarda yapilan ¢alismalarda fermente siit {iriinlerinin
bagirsaktan gegisi esnasinda yasamsal faaliyetlerinde ne gibi degisiklikler olduguna dair
caligmalar ylriitilmiistiir (Bezkorovainy, 2001; Liong, 2011). Genellikle probiyotikli yogurt
iiretiminde canli mikrobiyal gida katkilar1 olarak probiyotik mikroorganizmalarin kullanimi
yapilmaktadir. Probiyotik ilavesi yaparken patojenik Ozellik gdstermeyen, tiikketim sonrasi
canliligi1 kaybetmeden metabolik aktive gostererek konake¢inin sagligini olumlu yonde
etkileyen mikroorganizma se¢imine dikkat edilmesi gerekmektedir (Akalin, Gong, & Senderya,
2000). Secilen probiyotik mikroorganizmalar genellikle bakteri ya da maya olmakta fakat
cogunluk olarak bakterilerin varligi 6n plana ¢ikmaktadir (Singh, & Bunger, 2014). Probiyotik

ozelligi tasiyan bazi mikroorganizmalar Tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 2. Probiyotikli Uriinlerde Yaygin Olarak Kullanilan Probiyotik Mikroorganizmalar
(Singh, & Bunger, 2014)

LAKTOBASILLER BIFIDOBAKTERILER  DIGER BAKTERILER MAYALAR

Lb. acidophilus spp.  B. bifidum E. faecium Saccharomyces
boulardii

Lb. acidophilus La-1 B. breve E. coli Nissle 1917

Lb. casei spp. B. infantis Sterptococcus salivarius

subsp. thermophilus
Lb. rhamnosus GG B. longum
Lb. reuteri

Lb. plantarum spp.
Lb. fermentum KLD

Lb. johmsonii

Probiyotik laktobasiller.

Probiyotik laktobasillerin uygulanmasina yonelik saglik tesvikinin altinda yatan
mekanizma bu ii¢ varsayimla degerlendirmeye alinmaktadir (Boyle, & Tang, 2006; Fedorak, &

Madsen, 2004; Marco, Pavan, & Kleerebezem, 2006). Bunlar:

a) mikrop-mikrop interaksiyonu sayesinde mikrobiyal homeostaz ve patojen
inhibisyonu,

b) epitel bariyer fonksiyonunun artmasi ve

¢) immiinolojik tepkiler,

olarak incelenmektedir. Laktobasiller, patojen mikroorganizmalari inhibe ettiginden
dolayr yiizyillar boyunca gidalarin korunmasinda ve mikrobiyal bozulmayr onlemede
kullanilmaktadir. Son zamanlarda ise, Laktobasillerin immiinostimiilatér ve immiinoregiilator
oldugu konusunda arastirmalar yapilmaktadir. Gastrointestinal sisteme probiyotikler
cogunlukla yiyecek, igecek veya ilag yolu ile alinmaktadir. Bir¢ok gida ile viicuda alinan toksin
ve patojenler bagirsak duvarinda hasara neden olmakta ve bu durumun probiyotik takviyesi ile
azaltilabilecegi bildirildiginden dolayr giderek ilgi ¢ekmektedir. Probiyotik laktobasillerin
farkli suslarinin konak hiicre de olusturdugu tepkiler farkli sekilde belirti gostermektedir.
Dolayistyla Lactobacillus susu ile elde edilen verilerle bir genelleme yapilmasi dogru
olmamaktadir. Bu tiirler lizerinde molekiiler arastirma yapilmak istenirse susa 6zgii 6zelliklerin
dikkate alinmasi gerekmektedir. Probiyotik niteligi tasiyan farkli Lactobacillus suslarinin
belirli ylizey molekiillerinin eksprese edilmeleri veya konaker ile dogrudan etkilesime girmesi
farkli olaylar ile iliskilendirilmektedir (Lebeer, Vanderleyden, & De Keersmaecker, 2008).
Yapilan bir¢ok klinik arastirmalar kapsaminda probiyotik suslarin molekiiler karakterizasyonu
son derece onem arz etmektedir. Caligmalarda probiyotik mikroorganizmalarda odaklanilan

molekiiler kriter, en iyi kosullar1 saglayarak istenilen nitelikte ki probiyotik suslarin eldesidir.
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Probiyotik mikroorganizma se¢iminde bazi laktobasillerin, lizozim enzimine, mide asidine ve
safraya kars1 dayaniksiz olmalarindan dolayr uzun siire canli kalabilmeleri zordur. Bu yilizden
probiyotik laktobasillerin optimum sekilde calisabilmesi i¢in, konak hiicre de gegici olarak
karsilastiklarinda optimum adaptasyon sartlarimin olusmasi ve saghigi dogrudan etkileyen

faktorlerin konake1 tarafindan dikkate alinmasi gerekmektedir (Sekil 4)(FAO/WHO, 2001).
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Sekil 4. Laktobasiller tarafindan olusturulan probiyotik etkinin mekaniksel goriiniimii (Lebeer
vd., 2008).

Laktobasillerin karsilastigi olumsuz durumlardan olan asit ve safra tuzuna karsi
aktivitesini yitirmemesinin yani sira, yasamsal faaliyetlerini devam ettirme ¢abalari i¢in diger
stres durumlarina karsi olusturdugu etkinin gastrointestinal sistemdeki katkist g6z ardi
edilmeyecek kadar biliyilkk 6neme sahiptir (Bezkorovainy, 2001). Laktobasillerin hiicre
duvarindaki makromolekiillerin ¢esitli stres durumlarinda hiicre biitiinliigiinii koruduguna dair
bilgiler tespit edilmistir. Ayrica Mikroarray teknolojisi kullanilarak bazi Laktobasillerin genetik
faktorleri ortaya cikarilmistir. Ornegin; asit sokundan sonra pH 2.7°ye geldiginde Lb. reuteri
ATCC 55730, fosfostidil gliserofosfotaz enzimini kodlayan genin iki-ii¢ kat daha fazla
indiiklendigi gorilmiistiir (Wall vd., 2007). Benzer sekilde safra tuzu etkisi ile Lb. reuteri CRL
1098’ in lipit hiicre duvarinda degisiklik meydana getirdigi tespit edilmistir (Taranto,
Fernandez Murga, Lorca, & de Valdez, 2003).
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Probiyotik Mikroorganizmalarin Secim Kriterleri

Probiyotik etkinin immiin sisteme ya da endojen floraya modiilasyonu dogrudan/dolayl
etkili olabilmektedir. Probiyotiklerin etki mekanizmasindan sorumlu bilesenlerin tam olarak
anlasilamamasi1 biyolojik aktiviteyi de aciklamaya yetersiz kalmistir. Bu probiyotik
mikroorganizmalar hedef organa ulastiginda belirli sayida hiicre icermesi gerekmektedir. Bazi
probiyotik tiirler gastrointestinal kanaldan gecerken ince bagirsak ve kalin bagirsakta dis
etkenlerden etkilenmeyip yiliksek oranda yasamsal faaliyetlerini devam ettirirken, bazilari
hizlica ortamda inhibe olmaktadirlar. Farkli LAB tiirleri arasinda hem epitel ylizeye baglanma
stiresi hem de yapisma giicii arasinda degiskenlikler mevcuttur (Marteau, 2001). Genel olarak
yeni tiirlerin karakterizasyonu ile spesifik probiyotik se¢cimi icin WHO (World Health
Organization- Diinya Saglik Orgiitii) tarafindan da ¢alismalar yiiriitiilmektedir. Bu ¢alismalarda
konakc¢iya bagli stres direnci, epitel yapisma kabiliyeti ve antimikrobiyal aktivite de dahil
olmak tizere temel se¢im kriterleri benimsenmektedir (de Melo Pereira, de Oliveira Coelho,

Junior, Thomaz-Soccol, & Soccol, 2018).

Gordon, Macbae, & Wheater (1957) yaptiklar1 ¢alismada laktobasillerin iyilestirici
etkisinin olusabilmesi i¢in bagirsak ekosisteminde yasayabilen normal kiiltiir olmak, nan-
patojenik olma ve yiiksek konsantrasyonda (iiriinde 107-10° kob/ml) bagirsakta kolonize olma
gibi yeteneklere sahip olmas1 gerektigini ifade etmislerdir. Her ne kadar da ¢ok sayida kriter
tanimlanmis olsa da Ouwehand, Kirjavainen, Shortt, & Salminen (1999); Reid (1999) adl1 bazi
arastirmacilar, probiyotik suslarin se¢ciminde insan orjinli suslarin se¢iminin 6nem arz ettigini
savunmaktadirlar. Probiyotik mikroorganizma sec¢iminde bir¢ok kriterin goz Oniinde
bulundurulmasi gerekmekte olup bu tiir mikroorganizmalarin se¢imi igin temel gereksinimler

Tablo 3’de verilmistir.

15



Tablo 3. Probiyotik Mikroorganizmalarin Arzu Edilen Ozellikleri (Lee, & Salminen, 1995)

Saglik ve klinik 6zellikler Stabilite ve teknik ozellikler

Insan orjinli Canliligin1 devam ettirdiginin dogrulanmis olmasi
Safra ve aside kars1 direng Fermantasyon sonrasi aroma profili ve lezzetin geligimi
Insan bagirsak hiicrelerine baglilik Depolama boyunca hafif asitligin devamliligi

fnsan bagirsagina kolonizasyon Islenme ve depolanma boyunca kolonizasyonun

korunmasi
Antimikrobiyal maddelerin tiretimi Fermente {irlinlerde stok stabilitesinin gelisimi
Karyojenik ve patojenik bakterilere Dondurarak kurutma ve diger kurutma yontemlerinden
kars1 antogonistik etki sonra stabilite
Insan tiiketimi i¢in giivenli Sus taniminin dogrulanmasi

Klinik olarak onaylanmis saglik

etkileri Gerekli etki olusumu igin verilen doz ve yanit

Konake1 tarafindan istenilen etkiyi gosterebilmesi i¢in probiyotiklere ek oOzellik
saglamak gerekebilmektedir. Ancak potansiyel probiyotik se¢iminde kriterlerin hepsini
saglamasina da ihtiya¢ duyulmamasi s6z konusudur (Ouwehand, Kirjavainen, vd., 1999).
Starter mikroorganizma se¢iminde giivenilir asit olusturma kabiliyeti, en Onemli se¢im
kriterlerinden birisi olmasina ragmen probiyotik mikroorganizma se¢imindeki kriterler insan
saglhigl ve refahima bagimlilik gostermektedir (German vd., 1999; Oberman, & Libudzisz,
1998). Giinlimiiz iireticilerinin ticari olarak laktik asit bakterileri ve bifidobakteri iiretimi starter

kiiltiir kullanimina 6nciilitk etmektedir (Mogensen, & Friis, 1997)

Gastrointestinal sistemde safra tuzuna karsi direnc.

Safra; safra asitleri, kolesterol, fosfolipitler ve biliveridin gibi ana bilesenlerden olusan
sari-yesil bir sividir (Carey, & Duane, 1994; Hofmann, 1994). Safra, lipitleri ¢oziindiirerek
emiilsiflestiren biyolojik ajan olarak kullanilmakta ve bdylece sindirime yardimci olmaktadir.
Bu ¢oziindiirme islemi bakterinin membrani i¢in de gecerli oldugundan dolay1 giiclii bir
antimikrobiyal aktiviteye de sahip olmaktadir (Begley, Hill, & Gahan, 2006). Safra bilesenleri
birgok bdliimden gecip kalin bagirsaga ulasana kadar kimyasal degisime ugramakta (Demain,
1999) ve bu asamalarda dekonjuge olmayan safra tuzlari daha ¢ok antimikrobiyal etkiye sahip
olmaktadir. Ayrica Gram pozitiflerin safra tuzu hassasiyeti, Gram negatiflerin safra tuzu
hassasiyetine oranla daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Floch, Binder, Filburn, &
Gershengoren, 1972; Tahri, Grill, & Schneider, 1997).
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Probiyotik mikroorganizmalarin hayatta kalabilmeleri i¢in safra ve pankreatin igeren
ince bagirsak sisteminin kosullarinda canliliklarini kaybetmemeleri gerekmektedir (Floch vd.,
1972; Huang, & Adams, 2004). Gidalarin ince bagirsaga gegis siiresi genellikle 1-4 saat
arasinda degismekte ve bu esnada ince bagirsak pH’s1 8.0 civarinda olmaktadir (Keele, & Neil,
1965). Safra tuzuna direngli laktik asit bakterilerinin se¢iminde bakteriler i¢in cesitli
konsantrasyonda safra tuzu ilave edilerek selektif ortam hazirlanmakta ve sonu¢ olarak da
bliylime diizeylerine bakilarak hayatta kalma yetenekleri test edilebilmektedir (Gilliland,
Staley, & Bush, 1984). Konak hiicrenin kullanimi i¢in probiyotik bakterilerin se¢iminde uygun
safra tuzu konsantrasyonunun %0.15-0.30 arasinda olmas1 gerektigi tavsiye edilmektedir
(Goldin, & Gorbach, 1992). Dolayisiyla probiyotik olarak kullanilacak mikroorganizmalarin
gastrointestinal sartlarda canliligin1 devam ettirebilmeleri i¢in suslarin safra toleransinin olmasi

gerekmektedir (Maldonado, & Nader, 2015).

Yapilan bir ¢alismada, Lactobacillus tiirlerinin kolesterolii parcaladigi ve bu durum
karsinda karaciger safra tuzu iiretebilmek i¢in daha fazla serum kolesterol kullanmak zorunda
kaldig: tespit edilmistir. Dolayisiyla safra tuzunun 6nciil maddesi olan kolesterol kullanimi
artmakta buna bagl olarak da viicuttaki serum kolesterol seviyesi azalmaktadir (Lin, Ayres,

Winkler Jr, & Sandine, 1989).

Gidalar probiyotik bakteriler i¢in siklikla tercih edilen bir kaynak olarak goriilmektedir.
Gidalar ve gida ingredientlerinin gastrik ve asidik sartlarda probiyotik bakterileri korudugu
bildirilmistir (Huang, & Adams, 2004). Charteris, Kelly, Morelli, & Collins (1998) yapmis
olduklari bir ¢aligsmada, simiile ettikleri gastrik sartlarda ortama siit proteinlerinin eklenmesi ile
birlikte aside hassasiyet gdsteren Lactobacillus ve Bifidobacterium suslarinin canliliklarinda

artis meydana geldigini rapor etmiglerdir.

Jacobsen vd., (1999) yaptiklar ¢alismada se¢mis olduklar1 47 farkli Lactobacillus spp
tiirlerinin probiyotik potansiyeli arastirilmis ve segilen bu suslarin %0.3 oxgall ve pH 2.5°de
gostermis olduklar direnglilikleri incelemislerdir. Segilen bu suslarda 16’sinin biiylimesinde 1
saaten 4 saate kadar gecikme oldugu goriilmiistiir. Arastirma sonunda suslardan birisi (22571-
8) haric hepsinin safra tuzuna kars1 direncliliginin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Yapilan in
vitro deneylerde elde edilen en iyi sonuglara gore secilen bes susun, (Lb. rhamnosus 19070-2,
Lb. reuteri DSM 12246, Lb. rhamnosus LGG, Lb. delbrueckii subsp. lactis CHCC2329 ve Lb.

casei subsp. alactus CHCC313) in vivo denemeler i¢in degerlendirmeye alindig1 bildirilmistir.
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Gastrik asit toleransi ozelligi.

Probiyotik bakteriler bagirsak sistemine ulasmadan Once yutulduktan sonra midede
salgilanan enzimlere kars1 canliligin1 devam ettirebilmelidir. Bu nedenle insan ince bagirsaginin
son kismi olan ileumdan izole edilen Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirlerinin asit direnci
seviyesini belirlemek amaciyla yapilan 6n deneme sonunda laktobasillerin canlilig1 108 cfu/ml
iken bifidobakterilerin ki 10° cfu/ml olarak degerlendirilmistir (De Man, Rogosa, & Sharpe,
1960). Probiyotiklerin oral yolla alinimina bagli olarak intestinal sistemde aktivite gdstermeden
once mideye alinan gidalarla gastrik asit ortaminda pH’daki dalgalanmalar siklikla
goriilmektedir. Bununla birlikte midedeki pH 2.0-3.4 arasinda olmakta (Dunne vd., 1999) ve
hatta konak hiicrenin a¢ kalma gibi durumu s6z konusu oldugunda ise pH 1.5’e kadar diismesi
de beklenmektedir (Drasar, Shiner, & McLeod, 1969). Potansiyel probiyotik seciminde pH 2.5
olmasa da asit-tolerans 6zelligi olan suslarin secimi onem arz etmektedir (Pennacchia vd.,

2004).

Yapilan bir calismada bebek diskisindan Lb. paracasei subsp. paracasei ( 6 sus), Lb.
rhamnosus (6 sus), Lb. acidophilus (2 sus) Lb. gasseri (3 sus) ve Lb. reuteri (3 sus) tilirleri izole
edilmis olup bu tiirlerin gastrointestinal sistemin zorlu kosullarinda aktivitelerini tespiti
amaglanmistir. Calisma sonunda Lb. paracasei ve Lb. rhamnosus suslarinin diisiikk pH’da en
dayanikli suslar oldugunu bildirmistir (Xanthopoulos, Litopoulou-Tzanetaki, & Tzanetakis,

2000).

Siit dirtinleri ve kapsiiler formda satilan probiyotikli iirlinlerde en ¢ok Lb. acidophilus
tirii kullanilmaktadir. Yapilan bir caligmada, American tipi kiiltiir koleksiyonunda farkl
kaynaklardan izole edilen Lb. acidophilus suslari satin alinmig ve 90 dk boyunca pH 3.5’te asit
toleransi test edilmistir. Calisma sonunda bu suslarin hepsinin 37 °C’de asidi tolere ettigi tespit
edilmistir (Chou, & Weimer, 1999). Baska bir calisma da ise, siit orjinli 29 Lactobacillus
suslarinin potansiyel probiyotikligi in vitro olarak calisilmistir. Bu calisma kapsaminda
inceledikleri bakterilerin pH 1.0-3.0 arasindaki asit direnci ile %0.3 safra konsantrasyonundaki
direngliligi incelenmistir. Yapilan in vitro denemenin sonunda ¢ogu sus pH 2.0’de safra ve
pankreatin varligindan etkilenmezken, birkag sus haricinde ( Lb. paracasei ACA-DC 119, Lb.
paracasei ACA-DC 3345, L. paracasei subsp. tolerans ACA-DC 4037, Lb. plantarum ACA-
DC 146, Lactobacillus sp. ACA-DC 108, Lactobacillus sp. ACA-DC 109 ) tiim suslar pH
1.0’de canliligini siirdiirememislerdir. /n vivo testler i¢in en uygun Lb. casei shirota ACA-DC
6002, Lb. plantarum ACA-DC 146, Lb. paracasei subsp. tolerans ACA-DC 4037 secilmistir
(Maragkoudakis vd., 2006).
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Antimikrobiyal aktivite.

Probiyotiklerin segiminde en 6nemli kriterlerden bir tanesi de antimikrobiyal aktivitedir.
Antimikrobiyal aktivite enterik mikroorganizmalarin hedef alinma ilkesine dayanmaktadir
(Klaenhammer, & Kullen, 1999). Laktik asit bakterilerinin tiiretmis olduklar1 organik
asit,(laktik, asetik, propiyonik asit), karbondiksit (COy), hidrojen peroksit (H>0>), diasetil ve
diistik molekiil agirligina sahip olan bakteriyosin gibi maddeler ile antimikrobiyal etki
gostermektedir (Cakir, 2003; Ouwehand, & Vesterlund, 2004). Giiniimiize kadar bir¢ok
arastirmaci tarafindan farkli tiirlerin farkli antimikrobiyal bilesen tirettigi bildirilmistir. Bu
bilesenler Lactococcus lactis ‘in irettigi Lsimif (lantibiyotikler) bakteriyosin olan nisin; Lb.
reuterii’nin irettigi reuterin; E. feacalis DS16 ‘nin irettigi I.sinif bakteriyosin olan cytolysin;
Lb. plantarum ‘un trettigi Il.sinif bakteriyosin olan plantaricin olarak belirlenmistir
(Ouwehand, & Vesterlund, 2004). Yang, & Ray (1994) yaptiklar1 g¢alisma sonucunda,
bakteriyosin iiretiminde laktik asit bakterilerin inkiibasyon sicakligindan, sus ¢esitliliginden
biliylime ortaminin kompozisyonundan ve pH gibi bir¢ok faktérden 6nemli derecede etkili

oldugunu tespit etmistir.

Sanni, Onilude, Ogunbanwo, & Smith (1999) yapmis olduklar1 c¢aligmada
antimikrobiyal etkinin bakteriyosin tliretiminden kaynaklanan antagonistik aktivitenin tespiti
arastirilmis ve calisma kapsaminda fermente tahil iiriinii olan Ogi’den (Nijerya) Lb. plantarum
(3 sus), Lb. delbruckii (1 sus), Lb. fermentum (1 sus), Lb. brevis (2 sus), Lb. reuterii (2 sus),
Lb. casei (1 sus) ve Lb. acidophilus (1 sus ) olmak iizere toplam 11 sus izole edilmistir. Izole
edilen 11 sustan 8 tanesi yapilan aragtirmalar sonunda indikatdr mikroorganizmalardan en az

birine kars1 bakteriyosinden kaynakli inhibisyon bolgesi olusturdugu bildirilmistir.

Baska bir arastirmada vajinal kaynakli laktobasillerin bakteriyosin {iretimi ve
karakterizasyonunun tespiti amaclanmistir. Jinekoloji boéliimiindeki 75 wvajinal swap
orneklerinden 100 tane laktobasil suslari izole edilmis ve bu 100 tane Lactobacillus susunda
alt1 tanesinin bakteriyosin iirettigi tespit edilmistir. Ayrica insanlardaki yaygin patojenlerden
olan Gardneralla vaginalis, Pseudomonos aeroginosa, Proteus vulgaris, Escherichia coli,
Enterobacter cloacae, Streptococcus milleri, Staphylococcus aureus ve Candida albicans
indikatér mikroorganizma olarak secilmistir. Bakteriyosin etki gdsteren bu alt1 bakteri St.
milleri, Pr. vulgaris, P. aeroginosa, E. coli, E. cloacae ve G. vaginalis mikroorganizmalarina
kars1 bakteriyosin etki gosterir iken S. aureus ve C. albicans mikroorganizmalaria karsi

bakteriyosin etki gostermedigi gézlemlenmistir (Karaoglu, Aydin, Kilic, & Kilic, 2003).
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Hemolitik aktivite.

Hemoliz olay1 patojenler arasinda yaygin olan bir durum olmakla beraber temel alindig1
husus konakc¢idaki demirin patojenler tarafindan kullanilmasidir. Bu durumun olusmasiyla
birlikte konak hiicrede anemi ve 6dem gibi saglik sorunlar1 meydana gelmektedir (Ouwehand
vd., 2005). Eger hemolitik reaksiyonda koloni ¢evresinde net bir hidroliz varsa (§ hemolysis),
kismi hidroliz ile yesilimsi bir zon varsa (o hemolysis), reaksiyon yoksa (y hemolysis) seklinde

ifade edilir (Singh vd., 2012).

Angmo, Kumari, & Bhalla (2016) Ladakh icecegi ve fermente gidalardan izole ettigi
laktik asit bakterilerinin probiyotik karekterizasyonuna yonelik ¢alisma yiirlitmiislerdir. Bu
calismada elde ettikleri 25 LAB’1n probiyotik potansiyelini belirlemek i¢in in vitro sartlarda
hemolitik aktivite analizine tabi tutmuslar ve hemolitik aktivite i¢in c¢alisilan tiim suslarin

negatif sonug¢ verdigini tespit etmislerdir.

Maragkoudakis vd. (2006) yaptiklar1 ¢alismada siit orjinli 29 Lactobacillus suslarinin
cogunda (y hemolysis) hemolitik reaksiyon gostermedigini tespit ederken, Lb. acidophilus
ACA-DC 295, Lb. paracasei ACA-DC 126, Lb. rhamnosus ACA-DC 112 ve Lb. sp. ACA-DC

108 suslarinda (o hemolysis) olusumu meydana geldigini rapor etmislerdir.

Bagka bir aragtirmada 32 bebek diskisindan (3 ayliktan daha az) Lb. reuteri suslari izole
edilmis ve 9 izolatin (LR5, LR6, LR9, LR11, LR19, LR20, LR25, LR26 ve LR34) hemolitik
aktivitesi aragtirilmistir. Yapilan calisma sonunda, Lb. reuteri izolatlarinin hemolitik aktivitesi
olmadig bildirilmistir. Elde edilen bulgulara goére bebek diskisindan izole edilen suslarin

probiyotik niteligi tasidigini one siiriilmiistiir (Singh vd., 2012).

Antibiyotik direnci.

Antibiyotiklere kars1 bakteriyel direng, insanlar ve hayvanlar i¢in ciddi tehdit
olusturmaktadir. Antibiyotik kullanimi ile diren¢ gelisimi arasindaki iligki yaygin olarak
calisilan konular arasinda yer almaktadir. Bu arastirmalarda antibiyotiklere karsi bakteriyel
suslarin direngliligi ve direng genlerinin onarimi gibi stratejilerin tanimlanmasi amaglanmistir
(Singer, Ward, & Maldonado, 2006). Antibiyotiklerin gelisigiizel kullanim1 nedeniyle insan ve
hayvanlarda antibiyotik diren¢ geni tasiyan mikroorganizmalar, giiniimiizde sik¢a karsilasilan

bir sorun haline gelmistir (Robredo, Singh, Baquero, Murray, & Torres, 2000).

Antibiyotikler, direngli olan bakterilerin gelisimini saglarken, duyarli olan bakterilerin
gelisimini inhibe etmektedir. Antibiyotiklere kars1 kazanilmis direng, ya mutasyonlar (nokta

mutasyonlarini silme, bakteri genomu icene yerlestirme vb.) ya da yatay gen aktarimi ile
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olusmaktadir. Her bir antibiyotik sinifi i¢in genellikle direng kazanabilecegi bir mekanizma
bulunmaktadir. Bu mekanizmalar bakteri tiirlerine ve genetik yapisina bagli olarak
degismektedir. Baglica mekanizmalar: a) ila¢ aliminin azalmasi (mutasyona ugramis porinler)
b) artan antibiyotik alimi c) ila¢ hedefinin modifikasyonu ya da inaktivasyonu (&rnegin,
penisilinin ribozomal RNA da ki baglanma proteinlerindeki mutasyonlar) d) antibiyotigin
hidrolizi (B-laktamaz) e) antibiyotik modifikasyonu (aminoglikosit modifiye edici enzimler)

ornek verilebilmektedir (Normark, & Normark, 2002).

Antibiyotik direng geni bakterilerde yapisal ya da sonradan edinilen bir 6zellik
olmaktadir. Yapisal direng, dogal olarak olusan bir 6zellik olmakta ve bu durum bir tiir 6zelligi
olarak da sayilabilmektedir. Sonradan edinilen direng ise genetik mutasyonlardan veya diger
bakterilerden yabanci DNA aktarimindan kaynaklanmaktadir (Saarela, Mogensen, Fonden,
Mittd, & Mattila-Sandholm, 2000). Edinilmis antibiyotik direnclilik geni canli tiirlerin
habitatlarinda (8rnegin insan ve hayvanlarin bagirsaklarinda) bulunabilmektedir. Uretim
sirasinda yanliglhikla digki ile kontamine olmus hayvansal (et ve siit) iirlinlere dogrudan
bulasabilmekte ve nihai olarak da hammaddesi bu iiriinler olan fermente gidalardan da
tiikketiciye antibiyotik direng geni aktarilmaktadir. Fermantasyonda baslica rol alan laktik asit
bakterilerinin gidalardan edinmis olduklar1 antibiyotik direnci 6zelligi secilmis markerler
sayesinde genetik modifikasyonlara (6rnegin; metabolik 6zelliklerine gére gidaya uyumlu
vektor) ugratilabilmektedir (Teuber, Meile, & Schwarz, 1999). Probiyotik niteligi tasiyan
LAB’1n yeteri kadar tiiketimi saglandiginda bagirsak mikrobiyal dengesini saglamada ve eski
formuna getirebilmesinde biiyiik 6nem arz etmektedir. Olusturduklar1 bu yarardan dolayi zarar
veren popiilasyonun olusturdugu etkileri ortadan kaldirabilmektedir (Ouwehand, Salminen, &
Isolauri, 2002). Bununla birlikte patojenik mikroorganizmalara antibiyotik diren¢ genlerini
transfer etme potansiyelleri unutulmamalidir. Bilhassa bazi antibiyotik direng genleri, 6zellikle
de plazmidler tarafindan kodlananlar mikroorganizmalar arasinda transfer edilebilmektedir. Bu
ozellik direng¢ genlerinin probiyotikler tarafindan endojen floraya m1 yoksa patojenlere mi

aktarabildigi sorusunu giindeme getirmektedir (McConnell, Mercer, & Tannock, 1991).

Son zamanlarda LAB fizyolojisi ve genetigi iizerine ilgi biiylik ol¢iide artmakta ve
fermantatif silireglerde starter kiiltiir kullanimiyla birlikte probiyotik mikroorganizmalarin
kullanimininda giin gectikce artacagi diistiniilmektedir. Dolayisiyla bu ve diger uygulamalarda
kullanilacak probiyotik mikroorganizmalarin giivenlik yonleri agisindan potansiyel transfer
edilebilir antibiyotik direnglilik geni endise verici olmaktadir (Ammor, Flérez, & Mayo, 2007).
Bazi uygulamalar icin se¢ilmis LAB’in antibiyotiklere kars1 direng gdstermesi onlarin bu

ozelliginin dogal 6zelligi olmast ve diger canlilara bu 6zelligi aktarmamasi anlamina da
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gelmektedir. Ancak LAB’1n baz tiirlerinde plazmitlerde kodlanmis ve canlilara aktarilabilen
diren¢ genlerinin tespiti de yapilmistir (Ouoba, Lei, & Jensen, 2008; Zhou, Pillidge, Gopal, &
Gill, 2005).

Potansiyel probiyotik Lactobacillus tiirlerin se¢imi ile birlikte ticari olarak satisa
sunulan suslarda in vivo sartlardaki istenmeyen bir durum olan antibiyotik diren¢ gen aktarimi
ile ilgili giivenligin olusumu saglanmaktadir (Adams, & Marteau, 1995; Charteris, & Kelly,
1993; Charteris, & Morelli, 1994).

Charteris, Kelly, Morelli, & Collins (1998) insan ve siit orjinli 46 Lactobacillus susunun
antibiyotik hassasiyeti lizerine yaptig1 ¢calismada, tiim suslarin hiicre duvari sentezi inhibitorleri
olan cefoxitin (30 pg) ve aztreonam (30 pg), protein sentezi inhibitdrii olan amikacin (30 pg),
gentamicin (10 pg), kanamycin (30 pg) ve streptomycin (30 pg), niikleik asit sentezi inhibitorii
olannorfloxacin (10pg),nalidixicasit(30ug), sulfametoksazol (100 pg), trimetoprim (5 pg), ko-
trimoksazol (25 pg) ve metronidazol (5 pg) ve son olarak ta sitoplazmik membran fonksiyonu
tizerine inhibitor etki gdsteren polimiksin (300 pg) olmak iizere toplam 14 farkli antibiyotige
kars1 direngli oldugunu tespit etmistir. Hassasiyeti ise tetrasiklin (30 pg), kloramfenikol (30
ng), rifampisin (30 pg) antibiyotiklerine kars1 gosterildigi bildirilmistir.

Antifungal aktivite.

Diinyanin en onemli temel gidalarindan birisi olan ekmek bir¢cok kiif tarafindan
bozulabilmektedir. Ozellikle de Penicillium tiirleri yaygm olarak maruz kalman kiif tiirii
arasinda yer almaktadir. Ancak bu bozulma tiirleri ekmegin florasi ve saklama kosullarina gére
degismektedir. Hem halk sagligi i¢cin hem de ekonomik kayiplart minimize edebilmek i¢in
endiistride fungustatik etki gosteren maddeler kullanilmaktadir (Legan, 1993). Aspergillus
niger, Penicillium corylophilum, Penicillium roqueforti, Endomyces fibuliger, Aspergillus.
flavus, Monilia sitophila, Fusarium graminearum kif tlirleri kontamine firin tiriinlerinden izole
edilen kiiflerini temsil etmektedir (Legan, 1993). Yapilan bir ¢aligmada, meyve, sebze ve siit
tirtinlerinden izole edilen Laktik asit bakterilerinin antifungal ve antimikotoksijenik aktivitesi
taranmig ve test edilen 420 izolattan dordii Penicillium (4 tiir) tiirinde inhibitor etki
gostermistir. Belirlenen tiirlerden ikisinin Penicillium citrunum ve Penicillium expansum
tiiriine kars1 etki spektrumunun etkisinin diger tiirlere gore fazla oldugu tespit edilmistir. Bu iki
izolat ise Lb. casei olarak tanimlanmistir ve bu iki Laktobasil tiiriiniin inhibitor aktivitesinin
iirettigi hidrojen peroksit (H20;) ya da laktik asitten kaynaklandigi 6ne siiriilmiistiir (Gourama,

1997).
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Penicillium tiirleri siit tirtinleri olarak iiretimi yapilan peynirlerin olgunlasmasi ve
depolanmasi sirasinda yaygin kontaminantlar olarak bilinmekte iken bazi arastirmacilar
peynirde sorun olusturan tiirler arasinda Penicillium spp. yani sira Aspergillus tiirleri de baskin
kontaminantlar arasinda yer alabilecegini 6ne siirmiislerdir (Scott, 1990). Peynirden izole
edilen Penicillium tiirlerinin ¢esitli mikotoksinler irettigi bilinmektedir. Ayrica mikotoksijenik
tiirlere ek olarak peynirden izole edilen fungal tiirlere Cladosporium, Alternata, Fusarium

Geotrichum, Candidum ve Mucor d6rnek verilebilmektedir (Scott, 1990).

Yapilan bir¢cok ¢alismada LAB’1n antimikrobiyal etkisinden bahsedilirken (Dodd, &
Gasson, 1994), antifungal bilesenlerle ilgili de ¢ok veri bulunmamaktadir. ilk zamanlarda
yapilan arastirmalarda Aspergillus parasitus’un hem biiylimesini hem de aflatoksin tiretimini
inhibe eden Lb. casei susunda antifungal aktivite tespit edilmistir (El-Gendy, & Marth, 1981).
Yapilan bir ¢alismada ise karisim haline getirilen Lactobacillus spp. nin kiif olusumunu ve spor
cimlenmesinin engelledigi ve ayrica 4. flavus subsp. parasiticus’un aflatoksin iiretiminin
azaltilmasi gibi durumlarda etkin rol oynadig: bildirilmistir (Gourama, & Bullerman, 1995).
Benzer olarak yiiriitiilen baska bir calismada eksi hamurdan izole edilen laktik asit
bakterilerinin ¢cimlenme yontemi ile antifungal aktivitesi test edilmis ve bugday unu hidrolizati
icinde yetistirilen Lb. plantarum 21B susunun 10 kat konsantre edilmis kiiltiir siiziintiisiiniin
Eurotium repens IBT18000, Eurotium rubrum FTDC3228, Penicillium corylophilum IBT6978,
P. roqueforti IBT18687, P. expansum IDM/FS2, Endomyces fibuliger IBT605 ve IDM3812, A.
niger FTDC3227 ve IDM1, A. flavus FTDC3226, Monilia sitophila IDM/FS5 ve Fusarium
graminearum IDM623 tiirlerine kars1 neredeyse tamamen etkili olup inhibe ettigi bulunmustur

(Lavermicocca vd., 2000).

Tutunma ozelligi.

Mukozal yiizeylere probiyotiklerin yapigsmasi ve kolonizasyonu patojenlere karsi
baglanma bolgelerinde ve besin maddeleriyle olasi rekabetlerden korunma mekanizmasi
olarakta tarif edilebilmektedir (Collado, Gueimonde, Hernandez, Sanz, & Salminen, 2005;
Ouwehand vd., 2002). Kolonizasyon asamasi ig¢in yapisma On kosul olarak
degerlendirilmektedir (Beachey, 1981). Kesin olmamakla birlikte, yapilan ¢alismalar in vivo
kolonizasyonla in vitro adhezyon arasinda baglanti oldugu bildirilmistir (Cesena vd., 2001;

Crociani, Grill, Huppert, & Ballongue, 1995).

LAB, Gram negatif ve Gram pozitiflere karsi c¢esitli metabolitler {ireterek bu tiir
mikroorganizmalarin biiylimelerini inhibe edebilmektedirler. Bu inhibasyon, asetik asit ve

laktik asit gibi organik asitler (Gilliland, & Speck, 1977), hidrojen peroksit, bakteriyosin,
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bakteriyosin benzeri bilesenler ve biyosiirfaktanlar vasitasiyla gergeklesmektedir (Velraeds,
Van der Mei, Reid, & Busscher, 1996). Diger yandan bazi ¢aligmalarda adhesiv Lactobacillus
tiirlerinin patojenlerin bagirsak sistemine yapismasini engelleyerek enfeksiyon olusumunun
Oniine gecildigi bildirilmistir (Lee vd., 2000). Belirtilen antagonistik 6zellik probiyotik iirtinler
icinde kullanilmaktadir (Lee, & Salminen, 1995). Potansiyel probiyotiklerin epitel yiizeye
yapisabilmesi i¢in gastrik sartlarda canlilifini kaybetmemeli, bagirsak sistemindeki peristaltik
hareketten etkilenmeyerek gecici olarak da olsa bagirsak mukozasina tutunabilmelidir (Lee, &
Salminen, 1995). Kiiltiiriin hiicre yiizeyine yapisabilmesi i¢inde hidrofobisite 6zelligine sahip
olmas1 gerekmektedir. Intestinal sistemde konakg ile patojenik mikroorganizmalarin birlestigi
nokta da mukus tabakasi bulunmaktadir. Son zamanlarda probiyotik mikroorganizmalarin
yapisma potansiyelinin aragtirilmasinda insan diskisindan ekstrakte edilen glikoproteinleri ile
insan ileostomi glikoproteinleri bagirsak mukozasi i¢in model olarak kullanilmaktadir
(Kirjavainen, Ouwehand, Isolauri, & Salminen, 1998; Ouwehand, Isolauri, Kirjavainen, &

Salminen, 1999; Tuomola, Ouwehand, & Salminen, 1999).

Probiyotiklerin antikanserojenitesi Burns, & Rowland (2000), tarafindan kapsamli bir
sekilde incelenmistir. Genel olarak probiyotik takviyelerinin kolon mukozasindaki DNA hasari,
hayvan modellemelerindeki tiimor orani, bakteriyel enzim aktivitelerinin degistirilmesi gibi
durumlarda koruyucu etkileri oldugu gosterilmistir. Boylece kanser olusumunda rol oynayan
enzim seviyelerinin disiirlilmesine yardimci olmaktadir (Cole, Fuller, & Carter, 1989;
Tokunaga, Oku, & Hosoya, 1986). Bu ¢alismalarin bazilarinda uygulanan probiyotikler ile
prebiyotiklerin kombinasyonlarinin kolon lezyonu iizerinde sinerjistik etki gostermeleri dikkat
cekici olmaktadir (Abdelali vd., 1995). Hayvan modellemeleri kullanilarak potansiyel
antikanser 0zellikleri olan probiyotik ve prebiyotik kombinasyonunun belirlenmesi zaman alici
ve pahali olmaktadir. Baslangictaki DNA hasar1 ve kolon kanserinin ilerlemesi hayati 6nem
tasidig1 géz oniine alindiginda in vitro yontemlerin daha pratik ve alternatif bir olanak saglamasi
acisindan daha c¢ok tercih edilmektedir (Fearon, & Vogelstein, 1990). DNA hasari {izerine
yapilan bir ¢aligmada laktik asit iireten 6 tane (Bifidobacterium sp. 420, Bifidobacterium Bb12,
Lb. plantarum, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus ve E. faecium ) bakteri
susu genotoksik fekal su ile inkiibe (1 x 10% cfu/ml) edildikten sonra HT-29 adenokarsinoma
hiicreleri ile muamele edilerek DNA hasari lizerinde olusturdugu etki tek hiicreli jel elektroforez
yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. DNA hasar1 S. thermophilus hari¢ kullanilan biitiin
bakteriler tarafindan 6nemli oranda azaltildig1 tespit edilmis 6zellikle de Bifidobacterium Bb12,
Lb. plantarum suslart DNA hasarina kars1 en biiylik etkiyi gosterdigi rapor edilmistir (Burns,
& Rowland, 2004).
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Ekzopolisakkarit (EPS) Uretim Ozelligi

LAB, farkli ¢esitlilikte ekzopolisakkarit (EPS) iiretme kabiliyetine sahip
mikroorganizmalardir. Bu EPS’ ler yapisal bilesimlerine goére homopolisakkarit ve
heteropolisakkarit olarak smiflandirilmaktadir. Tekstiirel ajan olarak kullanimlar ile dikkat
cekmekte ve bir¢ok fermente gida iiriinlerinde dogal olarak sentezlenmektedirler. GRAS ve
probiyotik statiisiine sahip laktobasillerde EPS iireten tiirler tercih edilmektedir. Ancak saglik
iddialarinin tam olarak dogrulanmamasi ve endiistriyel iiretimde diisiik verimli olmalar
nedeniyle dezavantaj olarak goriilmektedir (Badel, Bernardi, & Michaud, 2011). Ancak EPS’in
fizyolojik olarak fagozitoza karsi biyolojik savunma sistemlerinin ilk hatt1 oldugu ve faj ataklar
gibi durumlardan korudugunu belirtilmekte ayrica yiizeysel adezyonda da 6nemli bir fonksiyon

icra ettigi bilinmektedir (Fukuda vd., 2010).

20. yy. baslarinda baz1 laktik asit bakterilerinin insan saglig1 iizerine yararh etkilerinden
bahsedilmistir. Probiyotik bakteriler iceren fonksiyonel gidalarin gelistirilmesiyle birlikte hem
saglik hem de ekonomik yarar nedeniyle gida pazarinda yerini almigtir (Salminen vd., 1998).
Probiyotik olarak kullanilan bakteriler agirlikli olarak laktobasiller ve bifidobakteriler olmakta
ve bu bakterilerin bazilarinin EPS {iretim yetenegi oldugu bildirilmektedir. Aslinda EPS {ireten
suslariin sagligi tesvik etmelerinin temel sebebi bu polimerlerin biyolojik aktivitelerinden
kaynaklandig: bilinmektedir. Ekzopolisakkaritler prebiyotik, immiinomiidiilator, antiiilser gibi
aktivite gostererek konak hiicrenin sagligina katkida bulunabilmektedir (Sekil 5). Nitekim
fermente siit {irlinlerinin insan sagligindaki roliiniin LAB tiirlerinin iirettigi EPS’den kaynakli

olabilecegi diisliniilmektedir (Kitazawa vd., 1998).

Gut o
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Sekil 5. Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen ekzopolisakkaritlerin saglig1 tesvik etmeleri
ile ilgili olas1 sematik gosterimi (Ruas-Madiedo, Hugenholtz, & Zoon, 2002).
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Ayrica EPS konak hiicre ekosisteminde biyofilm olusumunda da aktif rol oynamaktadir.
LAB tarafindan {iiretilen EPS fonksiyonu karmasik bir yapiya sahip olmasindan dolay1 netlik
kazanmamustir. Ancak islevselligin sus bazinda farklilik géstermesi ve hiicrenin farkli ortamda
olusturdugu tepki ile alakali oldugu diisiiniilmektedir (Ruas-Madiedo vd., 2002). Bununla ilgili
Yasuda, Serata, & Sako (2008) yaptiklar1 bir ¢calismada yiiksek molekiil agirlikli EPS iireten
probiyotik sus olan Lactobacillus casei shirota ile EPS iiretimi bakimindan diisiik aktivite
gosteren mutant suslarmin fare makrofaj hiicrelerindeki sitokin tiretimleri agisindan
degerlendirmesi yapilmistir. Ortama es zamanl olarak E. coli hiicreleri ilave edildiginde Lb.
shirota, lipopolisakkaritlere bagli IL-6 sitokininin iiretimini azaltirken mutant suslarin bu

durumun aksine katkida bulundugunu tespit etmislerdir.

LAB tarafindan tiretilen EPS’ ler yapisal ¢esitlilik gostermektedir. Bu nedenle istenilen
Ozelliklere sahip polisakkaritlerin tasarimi i¢in EPS biyosentezinin tespiti 6nem arz etmektedir
(Jolly, & Stingele, 2001). LAB’lar genel olarak homopolimerik ve heteropolimerik EPS iiretme
yetenegine sahip mikroorganizmalardir. LAB tiirleri tarafindan tiretilen homopolimerik EPS’de
tek bir gen sorumlu iken heteropolimerik EPS iiretiminden spesifik gen (eps cluster) kiimesi
sorumludur. Homopolimerik EPS {iretimi i¢in literatiirde genellikle glukan ve fruktan tipi
polisakkaritlerin varligi 6n plana ¢ikmakta ve bu polimerlerin iiretiminden sorumlu kodlayici
genler sirasiyla glikoziltransferaz ve fruktoziltransferaz olmaktadir. Heteropolisakkarit EPS ise
daha kompleks bir yapiya sahiptir ve yaklagsik olarak 14-20 genin bir arada bulundugu EPS gen

kiimesi sorumludur (Ispirli, 2016).

Bir¢ok laktobasil susu stikrozdan glukan ve fruktan {iretebilme kabiliyetine sahiptirler.
Tieking vd. (2005) gore, bagirsak florasinda biiyiik oranda ortamda laktobasillerin hakim
olmasi ile birlikte siikkrozdan polisakkarit tiretiminin gerceklesmesi kacinilmazdir. Olusan bu
polisakkaritlerin ise genellikle glukoz ve fruktoz oligosakkaritlerinin olusumuyla iliskili
oldugunu savunmuslardir. EPS {ireten suslarin ¢ogu intestinal sartlarda hayatta kalabilmekte
hatta bagirsak epiteline kolonize olabilmektedir. Bu bilesikler immiin sistemi sitiimiile etmede
ve patojenler ile rekabet igerisinde olup mukozaya yapismada yardimci olmaktadir. Bu konuyla
ilgili yapilan bir calisma da Lb. reuteri’de gtf geninin silinmesiyle birlikte glukan
iiretmemesinin mukozal kolonizasyonu olumsuz yonde etkiledigi goriiliirken, fif geninin
silinmesi ile degisiklik meydana gelmedigi bildirilmistir (Walter, Schwab, Loach, Génzle, &
Tannock, 2008). Yine benzer bir calisma da insan florasi ile kolonize edilen fareler %5 oraninda
iniilin-oligofruktoz karisimi ile beslendikten sonra kolon sisteminde morfolojik (goblet
hiicreleri ve villuslarin derinliklerinde artis) degisikliklere sebep oldugunu rapor etmislerdir

(Kleessen, Hartmann, & Blaut, 2003).
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Probiyotiklerin Fonksiyonel Yonleri

Probiyotik ozellik gosteren farkli mikroorganizmalar ticari olarak baglica fermente
gidalarda takviye olarak ya da liyofilize forma doniistliriilerek satisa sunumu
gerceklestirilmektedir. Ozellikle de bakteriyel suslar arasinda Lb. shirota ve Lb. acidophus * un
suslar1 saglik iizerine yararli etkileri uzun yillardir bilinmektedir. Gilinlimiizde ticari olarak
kullanilan probiyotik iirlinlerde Lactobacillus tiirlerinin kullanimi yayginlik gdstermektedir
(Holzapfel vd., 1998). Fakat aym tiir bile olsa farkli suslarin bireylerde farkli semptomlar
gostermesi ve bu sebeple detayli klinik caligmalara gereksinim olmasi nedeniyle yiiksek maliyet
gerektirmektedir (Klaenhammer, 2000). Probiyotik olarak kullanilan bakteriler i¢in yararl
etkiler Tablo 4’de verilmistir (Holzapfel vd., 1998). Probiyotik suslar gecici olarak
gastrointestinal sisteme kolonize olmakta ve boylece IgA seviyesinde artisa sebep olmaktadir
(Schiffrin, Rochat, Link-Amster, Aeschlimann, & Donnet-Hughes, 1995; Tanaka, 1996).
Fonksiyonellik kazandirilan probiyotikli iiriinlere katilan probiyotik suslar genellikle yetiskin

insanin gastrointestinal sisteminden izole edilmistir.

Tablo 4. Probiyotik Mikroorganizmalarin Insan Viicudunda ki Etkileri (Holzapfel, &
Schillinger, 2002)

Vitamin iiretimi, mineral ve iz miktarda elementlerin varligi

Besleyici etkileri . . AN . .
Onemli sindirim enzimlerin {iretimi
Seyahat diyaresi, antibiyotik kullanimina bagli ishal
Kolesterol diisiiriicii etkisi
L Immiin sistemin stiimiilasyonu
Engelleyici etkisi

Bagirsak hareketlilignin artmasiyla kabizliktan kurtulma
Mukozal biitiinliigiin korunmasi

Kolonizasyon direnci ve yapisma

Probiyotik mikroorganizmalarin bazi teknolojik ve fizyolojik karakteristikleri uzun
zaman oOnce tanimlanmistir (Vasiljevic, & Shah, 2008). Optimum fonksiyonellik i¢in
probiyotiklerin en iyi aktivite ve canliliklart 6n kosul olarak kabul edilmektedir. Bununla
birlikte bazi calismalarda canli olmayan probiyotiklerin konakgi tizerinde kanserojen maddelere
baglandigi ve immiin sistemi modiile etmesiyle yararli etkiler gdsterdigini bildirmistir
(Ouwehand, & Salminen, 1998; Salminen, Ouwehand, Benno, & Lee, 1999). Nitekim
belirlenmis probiyotik suglarin iiriinde yeterince yiiksek oranda hiicre elde etmek i¢in baslangi¢
tiretim kosullarinda iyi gelismesi yeterli olacaktir. Probiyotigin fonksiyonelligini etkileyen

teknolojik faktorler Sekil 6’da gosterilmistir.
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Sekil 6. Probiyotiklerin fonksiyonelligini etkileyen teknolojik faktorler (Mattila-Sandholm vd.
, 2002).

Probiyotiklerin insan Saghg Uzerindeki Rolii

Fermente gidalarin ve probiyotiklerin saglik yararlar1 {izerine bircok calisma
yapilmasina ragmen yeteri kadar analiz ve mikroorganizma kullanilmamasi bu etkinin tam
olarak agiklanamamasina yol agmaktadir. Dolayisiyla elde edilen bir takim sonuglar kesinligi
ifade etmeyip tahmini sonuglar1 géstermektedir (Cakir, 2003). Probiyotikler, enfeksiyonlarin
Onlenmesi veya durdurulmasi gibi her iki faktoriin azaltilmasinda timit verici rol iistlendigi
goriilmektedir. Bir takim hastaliklarda probiyotik kullanimin giivenligi ve etkinliginin
degerlendirilmesi ile ilgili klinik denemeler halen yiiriitilmektedir (Gogineni, Morrow,

Gregory, & Malesker, 2013).

Laktoz intoleransinin hafifletilmesi.

Laktoz intoleransi, intestinal mukozal enzim olan B-galaktozidaz ( laktaz; EC 3.2.1.23)
enziminin dogustan gelen eksikligine ya da zamanla olusan gastroenterisit gibi bagirsak
bozukluklarindan dolay1 laktaz aktivitesindeki azalisa bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir (Hughes,
& Hoover, 1991). Bu rahatsizlig1 olan bireyler, fermente siit iirlinlerinin tiikketiminden sonra
sindirilemeyen laktozun kolon bakterileri tarafindan sindirildikten sonra siskinlik, agri1, diyare
gibi saglik problemleriyle karsilasmaktadirlar. intolerans semptonlarindan dolay1 bu kisiler siit
ve siit tirlinlerinin tiiketiminden uzak dururlar. Bu nedenle diisiik seviyelerde kalsiyum tiiketimi
yapabilirler. Bu durumla ilgili yapilan ¢aligmalarda laktoz intoleransh bireylerin yogurt gibi
fermente siit tiriinlerinin tiiketiminde sindirimin doha kolay oldugu bildirilmistir. Bu gelisme
fermente {iriinde bulunan starter bakteriler tarafindan laktozun kismi hidrolazinin gergeklestigi

hususuna isaret etmektedir (O'sullivan, Thornton, O'sullivan, & Collins, 1992).
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immiin sistemin kuvvetlendirilmesi.

Etki mekanizmasi tam olarak anlagilamamasina ragmen immdiin sistem iizerinde umut
verici bir etki olarak goriilmektedir. Konak¢inin immiin sisteminde probiyotik bakterilerin
pozitif etki gosterebilecegiyle ilgili calismalar yiirtitiilmiistiir (Mombelli, & Gismondo, 2000) .
Bu konuyla ilgili bir¢ok ¢alisma yapilmakla beraber bir¢ok aragtirmaci probiyotiklerin immiin
sistem lizerinde stimiile edici etkisinin oldugunu ortaya koymustur. Fareler ve insanlar iizerinde
bir takim in vitro ve in vivo ¢alismalar yapan Dugas vd. (1999); Scheinbach (1998) oral
bakteriyoterapi ve fermente siit liriinlerinde yasayan canli mikroorganizmalarin bazi patojenlere
karst immiin sistemi destekledigine dair bulgular elde etmiglerdir. Probiyotiklerin immiin
sistemi gelistirmesine yonelik olusturdugu etkiler su sekilde siralanabilir ; sitokin iiretimi ,
makrofajlarin stimiilasyonu ve IgA konsantrasyonundaki artisla beraber immiin sistemin

giiclendirilmesidir (Cakir, 2003; Dugas vd., 1999; Scheinbach, 1998).

Guarner vd. (2005) yaptiklar bir calismada fareleri yogurt kiiltiirleriyle beslemisler ve
bu beslenmeye bagli olarak makrofajlarin gelisimini uyarildigini1 ve IgA konsantrasyonunda
artis oldugunu tespit etmislerdir. Farkl bir ¢calisma da ise , 24 kisiyi 4 ay boyunca her giin 450
gr yogurt ile beslenmis ve 4 ay sonunda bu kisilerde 6nemli oranda vy -interferon {iretiminde
artis oldugu gozlemlenmistir (Halpern, Vruwink, Van de Water, Keen, & Gershwin, 1991). Bu
caligmalardan da anlagilacag: lizere Laktobasillerin probiyotik etki gostermesi olast olmakla
beraber insan immiin sistemini modiile ederek konak¢inin sagligini olumlu yénde etkiledigi

anlasilmaktadir.

Hayvan modellemelerinde, probiyotiklerin antikorlarin (lokal ve sistemik) tiretimini
uyarmasi, makrofajlarin aktivitesini artirmasi ve y -interferon seviyelerindeki artis oldugu elde
edilen bulgular arasinda yer almaktadir. Dolayisiyla probiyotik kiiltiiriin nan-patojenik olmasi

kritik 6nem tasimaktadir (Fooks, Fuller, & Gibson, 1999).

Diyare olusumunun azaltilmasi.

LAB’1n kolondaki gelisimiyle birlikte laktik ve asetik asit liretmekte ve buna bagh
olarakta diisiik bir pH ortami olusturmaktadir. Bu sayede Gram-negatif fakiiltatif anaeroblarin
gelisimi engellenerek ishal olusumuna karsi koruyucu etki gostermektedir (Scheinbach, 1998).
Diyare olugumunun bir ¢ok sebebi oldugundan dolay1 probiyotiklerin etkilerinin net bir sekilde
anlasilmasi oldukga zor olmaktadir. Fakat probiyotiklerle ilgili bir ¢ok calisma yapilmis ve
caligmalar dogrultusunda probiyotiklerin diyare iizerinde olumlu etkisi oldugu kanitlanmstir.
Ishal olusumuna bagli olarak yaygin olarak ¢ocuk &liimleri meydana gelmektedir. Bu durumun

ortak bir sebebi ise rotavirilisten kaynakli olmasidir (Scheinbach, 1998). Yeni dogan bebeklerin
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gastrointestinal sistemi annenin vajinal ve fekal florasi ile asilanmaktadir (Mevissen-Verhage,
Marcelis, De Vos, Harmsen-van Amerongen, & Verhoef, 1987). Saavedra, Bauman, Perman,
Yolken, & Oung (1994) yapmis oldugu cift korlii ve plasebo kontrollii ¢alismada, hastane de
yatmakta olan 5-24 aylik 55 cocugun B. bifidum (1.9 x10® cfu/g toz bebek formiilii) ve S.
thermophilus (0.14x10% cfu/g toz bebek formiilii) formiilasyonlariyla beslenmesi ile akut diyare
ataklarmin d6nlenecegini 6ne slirmiistiir. Benzer baska bir ¢alismada ise Lb. GG ‘nin akut diyare
vakalarindaki etkisi incelenmistir. Calisma kapsaminda iki grup degerlendirilmis ve 1. ¢ocuk
plasebo grubunu (140 ¢ocuk) ifade ederken II. LGG grubunu (147 ¢ocuk) ifade etmektedir.
Yiiriitiilen ¢alisma sonunda LGG verilen rotaviriis diyareli cocuklarin defekasyon siirelerinde

azalma oldugu tespit edilmistir (Guandalini vd., 2000).

Serum kolesterol seviyesinin diisiiriillmesi.

Harrison, & Peat (1975) Lb. acidophilus ile formiile edilmis gida ile beslenen bebeklerle
Lb. acidophilus icermeyen gida ile beslenen bebeklerin kolesterol seviyelerinin
degerlendirmesini yapmis ve arastirma sonucunda Lb. acidophilus formiilasyonlu gida tiiketen
bebeklerin diger gruba gore kolesterol seviyesinin daha diisiik oldugunu rapor etmislerdir. Elde
edilen bu bulgular probiyotik suslarin hiicresel zarlarinda kolesterolii asimile edebildigini
gosteren Pereira, & Gibson (2002b) tarafindan yapilan arastirmalarla desteklenmistir. Bununla
birlikte kolesterolii asimile etme yetenegi suslar arasinda degiskenlik gostermekte ve safra
tolerans1 yliksek olan suslarin kolesterolii asimile etme zorunlulugu bulunmamaktadir. Bu
konuyla ilgili yapilan ¢alismada Dambekodi, & Gilliland (1998) II susun S9 susundan daha az
safray1 tolere edebilmesine ragmen kolesterol asimilasyonunun S9 susundan daha fazla
oldugunu tespit etmislerdir. Tahri, Crociani, Ballongue, & Schneider (1995) tarafindan resting
hiicreleri ile yiiriitiilen calismada, bu hiicrelerin kolesterol ile herhangi bir interaksiyona
girmedigi One slriilmistiir. Yapilan baska bir calismada ise, yiiksek miktarda kolesterolle
beslenen domuzlar ile laboratuvar ortaminda safra direngli ve kolesterolii asimile eden Lb.
acidophilus susu ilave edilmis diyetler ile beslenen domuzlarin kolesterol miktarlar
kiyaslanmistir. Calisma sonunda ise Lb. acidophilus susu ile takviye edilmis diyetleri alan
grubun kolesterol konsantrasyonunda anlamli bir diisiis oldugu goriilmiistiir. LAB’lar safra
asitleri aracilifiyla da uygulayabilmektedirler. Hepatositler tarafindan kolesterolden {iretilen
safra asitleri (kolik ve deoksikolik asit) sirastyla glisin ve taurin ile konjuge edilir. Fermente
gidalarda konjuge safra asitlerinin hidrolizini saglayan Bacteriodes tiirleri, laktobasiller,
bifidobakteriler, fusobakteriler bulunmaktadir (Hentges, 2012). Hayvan ve insan

denemelerinde elde edilen kapsamli ¢aligmalara bakilarak probiyotik bakteri igeren fermente
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irlinlerin tiikketimi sonucunda orta diizeyde kolesterol diisiirticii etkisinin oldugu saptanmistir

(St-Onge, Farnworth, & Jones, 2000).

Antikanserojen etki.

Probiyotik mikroorganizmalarin antikanserojen etkisiyle ilgili bir¢ok in vivo ve in vitro
denemeler yapilmistir. Derleme amaciyla yapilan tibbi literatiir taranmasinda (1996-2004)
denek olarak kullanilan 12 hayvan ¢aligmasinda sadece 2 probiyotigin antikanserojen etkisinin

olmadig1 bildirilmistir (Commane, Hughes, Shortt, & Rowland, 2005).

Yapilan epidemiyolojik c¢aligmalar Bati diinyasindaki kolon kanseri oraninin
artmasindaki temel sebebi yliksek yagl diyetle iligkili oldugunu gostermektedir. Bu durum igin
kolon igerisinde bulunan bagirsak bakterileri, safra asitleri ve kolesterol metabolitlerinin
karsinogenez aktivitelerindeki degisikliklerden kaynakli oldugu disiiniilmektedir (Reddy,
Watanabe, Weisburger, & Wynder, 1977). Mikroflorada kendiliginden olusan fekal bakteriyel
enzimler (B-glukuronidaz, nitrorediiktaz ve azorediiktaz) prokarsinojenleri karsinojenlere
cevirerek kanser olusumunda 6nemli rol oynamaktadirlar. Bu durumun 6niine gegerek kolon
kanseri riskini azaltabilmesi adina probiyotiklerle ilgili yogun calismalar siirdiiriilmektedir
(Scheinbach, 1998). Bakteriyel enzim B-glukuronidaz genis substrat spesifitesi nedeniyle
birgok glukronidi hidrolize etme yetenegine sahip oldugundan dolayr bagirsak limenindeki
kanserojenik aglikonlar1 serbest birakabilmektedir. Yapilan bir takim ¢aligmalarda
kemirgenlerin diyetlerinde laktik asit bakterisi takviye edildiginde fekal bakteriyel enzimlerin
aktivitelerini 6nemli 6l¢iide azaldig: tespit edilmistir (Abdelali vd., 1995; Kulkarni, & Reddy,
1994).

Gamma-Aminobiitirik Asit (GABA) Uretimi

Gamma-aminobiitirik asit (GABA) ilk defa 1950 yilinda noral kontrol teorisi ile
kesfedilmistir. Ana uyaricisi olarak glutamat kullanilmakta ve memeli korteksinde ana inhibitor
norotransmitterdir (Petroff, 2002). y-Aminobutirik asit (GABA) bakterilerden bitkilere kadar
yaygin olarak bulunan dort karbonlu bir amino asittir. Omurgalilar i¢cin GABA biiyiik bir
inhibitdr nérotransmitter olarak bilinmekte ve farelerde de kan basincini diisiirme gibi 6zellik
gostermektedir (Abe vd. , 1995). Cok sayida hayvan ¢aligmasina kiyasla son zamanlarda GABA
kullanimini ele alan klinik ¢aligmalar yapilmistir. Yapilan bir ¢aligmada hafif hipertansiyonu
olan hastalarda fermente siit liriiniiniin igerisinde bulunan GABA’nin kan basinc1 iizerindeki
etkisi incelenmistir. Calisma kapsaminda 39 hipertansif hastaya (16 kadin-23 erkek) plasebo
kontrollii olmak iizere 12 hafta boyunca giinliik olarak 100 ml fermente siit lirlinii (GABA)
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belirli periyotlarla verilerek kan basinci dl¢iilmiis ve hipertansif hastalarin kan basincini 6nemli

Olciide diistirdiigii tespit edilmistir (Inoue vd., 2003).

GAD enzimi, omurgali hayvanlarin merkezi sinir sisteminde 6nemli role sahiptir ve
burada ana inhibitér norotransmitter olan GABA’nin sentezinden sorumludur. GABA aracil
sinyallerin diizenlenmesi birka¢ mekanizma igermektedir. Bunlar arasinda hiz sinirlayici enzim
glutamat dekarboksilaz (GAD), y-Aminobutirik asit (GABA) sentezinin modiilasyonundan
anahtar rol oynamaktadir. Molekiiler klonlama ¢alismalart yetiskin beyninde GAD’1n iki tane
izoformu oldugunu tespit etmistir. Bunlar insanlarda 2 ve 10 kromozomlarinda bulunan
bagimsiz olarak diizenlenmis GAD65 VE GADG67 ad1 verilen gen iirlinleridir (Soghomonian,
& Martin, 1998). Anatomik caligmalar iki GAD geninin merkezi sinir sisteminin ndronlarini
iceren GABA’nin ¢cogunda eksprese edildigini gostermistir (Esclapez, Tillakaratne, Kaufman,
Tobin, & Houser, 1994; Feldblum, Erlander, & Tobin, 1993). GABA sentezi beynin kiigiik bir
kisminda olusmakta bu da GAD’in maksimum katalitik kapasitesinin kiigiik bir kisminda
calistigini gostermektedir. Beyinde bulunan glutamik asit GAD enzimi araciligiyla GABA’ya
doniisiim gerceklesmektedir. Fazlaliginda ise GABA, GAD gibi piridoksal-5’- fosfata bagl
gamma-aminobiitlirat transminaz enzimi tarafindan indirgenmektedir (Yalginkaya, Kilig, &
Cakmakgei, 2019)(Sekil 7). Boylece beyin yeni GABA sentezi i¢in gerekenden daha fazla GAD
icermekte ve GABA’ ya gereksinim duyuldugu durumda depolama gorevi de gormektedir

(Soghomonian, & Martin, 1998).

Clustarmat
Glutamin sentetaz delarboalulas

Gluumis ¢e— Glutamal e ABA

B6 vitminau
J-aminobiltrat
Ghatnmat sentnz - aTies
Glutmmat .
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Sekil 7. GABA olusumunun sematik gdsterimi (Yal¢inkaya vd., 2019).

Son zamanlarda ¢aligmalar, fonksiyonel 6zellige sahip fermente gidalarin iiretimi igin
starter kiiltiir olarak kullanilan ve GRAS statiisiine sahip LAB’in GABA iiretim yetenegi
tizerine yogunlagmis durumdadir (Komatsuzaki, Shima, Kawamoto, Momose, & Kimura, 2005;
Ratanaburee, Kantachote, Charernjiratrakul, & Sukhoom, 2013). Yapilan bir ¢caligmada eksi

hamur kaynakli laktik asit bakterilerinin GABA {irettigi belirlenmis ve fermantasyon esnasinda
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GABA sentezine bagli olarak da ekmegin fonksiyonel ozelligini gelistirdigi sonucuna

varilmistir (Villegas, Brown, de Giori, & Hebert, 2016).

Tezin Amaci

Probiyotik kiiltiir kullanilarak yapilan {riinlerde LAB kullanimi yayginlik
gostermektedir. Tercih edilme sebeplerine genel itibariyle bakildiginda GRAS statiisiine sahip
olmalar1 ve konak¢1 sagligin1 olumlu yonde etkilemeleridir. Fonksiyonel gidalara olan ilginin
artmasi ile birlikte probiyotik mikroorganizmalara olan ilgi de her gecen giin artmaktadir. Bu
kapsamda yeni probiyotik suslarin tanimlanmasi énem arz etmektedir. Bu tez cercevesinde
geleneksel fermente iiriinlerden birisi olan eksi hamur ve yeni dogmus bebegin bagirsak
florasinda 6zgiin ve probiyotik olabilecek LAB suslar1 icerebilmeleri sebebiyle daha once
identifiye edilen LAB potansiyel probiyotik 6zelliklerinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu
kapsamda, test edilen suglarin EPS iiretimi, antibiyotik direngliligi, antimikrobiyal ve antifungal
aktivitesi, hiicre yiizeyi hidrofobikligi, HT-29 hiicre hattina tutunumlari, diisiik pH ve safra
direncliligi, hemolitik aktivitesi, simiile edilmis gastrointestinal sistemdeki canliliklar1 ve

GABA iiretimleri incelenmistir.
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UCUNCU BOLUM

Materyal ve Yontem

Materyal
Cahsmada kullanilan suslar.

Tez kapsaminda aragtirma grubumuzun daha 6nce izole edip tanimladigi suslardan ( ilk
defa bu calisma kapsaminda degerlendirilmistir) yararlanilmis olup Tablo 5’de bu suslar ile

ilgili bilgiler yer almaktadir.

Tablo 5. Tez Kapsamindan Kullanilan Bakteriyel Suslar

Sus kodu Mikroorganizmalar izolasyon kaynag Calisme ortamt s1c(:;1illil$lillgr1
WPS-1 Lactobacillus graminis Eksi hamur MRS 37°C
WPS-3 Lactococcus garvieae Eksi hamur MRS 37°C
WPS-8 Pediococcus pentosaceus Eksi hamur MRS 37°C
WPS-11 Lactobacillus paracasei Eksi hamur MRS 37°C
WPS-12 Lactobacillus plantarum Eksi hamur MRS 37°C

C-9A Lactobacillus rhamnosus Yenidogan digkist MRS 37°C
C-9C Lactobacillus fermentum Yenidogan digkist MRS 37°C
C-6A Lactobacillus plantarum Yenidogan diskist MRS 37°C
C-7B Lactobacillus paracasei Yenidogan diskist MRS 37°C

Kiiltiir ortamlari.

Tez cergevesinde kullanilan LAB ve diger bakterilerin gelisimleri i¢in kullanilan

besiyerleri ve igerikleri EK-1’de verilmistir.

Bakterilerin muhafazasi.

Bakteriler uygun besiyeri ortamlarinda iki kez ard arda aktiflestirilip, 2 ml ‘lik tiiplerde
% 40 ‘lik gliserol kullanilarak stoklari hazirlanmistir. Suslar bu sekilde -80 °C’de muhafaza

edilmistir.
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kullani

Tampon ve ¢ozeltiler.

Calisma kapsaminda kullanilan buffer ve bilesimleri EK-2’ de verilmistir.

Kullanilan antibiyotikler ve konsantrasyonlari.

Kullanilan suslarin antibiyotik profilini belirlemek i¢in disk diflizyon yontemi

Im1s olup kullanilan antibiyotiklerle ilgili bilgiler Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Kullanilan Antibiyotikler ve Konsantrasyonlari

Antibiyotik (Oxoid, Ingiltere) Konsantrasyon (pg)
Streptomycin (S) 10
Penicillin G (P) 10 units
Kanamycin (K) 30

Chlomphenicol (C) 30
Erythromycin (E) 15
Tetracyline ( TE) 30
Oxytetracyline (T) 30
Ampicillin (AM) 10

Kullanilan primerler.

Test edilen suglarin homopolimerik ve heteropolimerik eps genlerinin tespiti amaciyla

kullanilan primerler ve hedef alinan genlerle ilgili gerekli bilgiler Tablo 7’de verilmistir.

Tablo 7. EPS Genlerinin Tespiti Amaciyla Kullanilan Primerler

Primer Sekans (5°-3%) Hedef gen Referans
epsA F TAGTGACAACGGTTGTACTG Transkripsiyon (Low vd. , 1998)
epsA R GATCATTATGGACTGTCAC diizenleyici
(Mozzi vd. ,
epsEFG _F GAYGARYTNCCNCARYTNWKAAYGT 2006: Palomba
epsEFG_R TGCAGCYTCWGCCACATG p-gtf vd. | é012)
LevV F GAYGTNTGGGAYWSNTGGC fif (Tieking, &
LevV R TCNTYYTCRTCNSWNRMCAT 7 Ginzle, 2005)
(Provencher,
G-*-Bacta- F-36 TCATTTTATTCGTAAAACCTCAATTGAYGARYTNCC LaPointe, Sirois,
G-*-Bact-a-R-27 AATATTATTACGACCTSWNAYYTGC CA p-gyf Van Calsteren,
& Roy, 2003)
epsB F CGTACGATTCGTACGACCAT Zincir fgfghg(ll\frizczan&
epsB_R TGACCAGTGACACTTGAAGC uzunlugu ’ ’

Sagdig, 2016)

Y=CorT;R=AorG;,W=AorT; K=GorT;S=CorG;
M=AorC;N=A,C,GorT

siireyle

Kullanilan cozelti, besiyerleri ve malzemelerin sterilizasyonu.

Calismada kullanilan cam malzemeler, besiyerleri ve soliisyonlar 121°C’de 15 dakika

otoklavda sterilize edilmistir.
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Yontem
EPS iiretiminin yapisal karakterizasyonu.

Bakteriyel suglarin modifiye siikrozlu BHI ortaminda EPS izolasyonu ve
saflastirilmast.

Secilen LAB’lar 6n gelistirme islemi yapmak i¢in 15 ml’lik MRS broth igeren tiiplere
alinarak, bir gece aerobik ortamda gelistirilmistir. Takiben %3 oraninda siikroz igeren 100
ml’lik MSBHI besiyerine, kiiltlirlerden %1 oraninda inokiile islemi uygulanmistir (37°C’de
aerobik ortamda 24-48 saat). Gelisen kiiltiirlerin EPS izolasyonu i¢in 5000 x g (23°C, 10
dakika)’de santrifiij islemine tabi tutularak siipernatant ve bakteriyel ¢okelti elde edilmistir.
Elde edilen siipernatanta esit miktarda etanol ilave edilerek EPS’in ¢okmesi saglanmistir. Bu
sekilde hiicreler 4°C’de bir gece bekletilmistir. Inkiibasyonun ardindan 5000 x g’de 15 dakika
4°C’de santrifiij edilerek ¢coken EPS toparlanmistir. Coken EPS ¢6zeltisi daha sonra suda hafif
olarak 1sitilarak (50°C’de) ¢6ziinmesi saglanmistir. Ortamdaki protein gibi safsizliklar1 elemine
etmek icin eps ¢okeltisine %80’lik TCA hazirlanip son konsantrasyonu %4 olacak sekilde ilave
edilip oda sicakliginda 3-4 saat ¢alkalamali ortamda inkiibasyona birakilmistir. EPS ¢ozeltisi
icindeki proteinleri ve EPS’ i ayirmak amaciyla 6000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiij islemi
gerceklesmis ve daha sonra ¢oken protein ayrilmistir. Takiben siipernatanttaki EPS’sin pH’s1
7.0’ye ayarlanmis x3 soguk etanol ilave edilerek 4°C’de bir gece boyunca ¢dokme islemine tabi
tutulmustur. Coken EPS elde edilip H>O’da ¢6ziilmesi saglanmistir. Cozilindiiriilme isleminden
sonra bir sonraki analizlerde kullanimi i¢in -80°C’de dondurulduktan sonra liyofilizatérde

kurutulmustur (Dertli vd., 2016).

DNS yontemi ile EPS iiretim miktarinin belirlenmesi.

Ekzopolisakkarit miktarin1 belirlemek amaciyla DNS yontemi uygulanmistir. Bu
amacla glukoz kullanilarak standart seyreltilerle kalibrasyon kurvesi ¢izilmistir (5-50
mg/ml)(Sekil 8). Liyofilizatorde kurutulmus orneklerden 10 mg alinarak 1 ml saf suda
¢oziindiiriilmistiir. Takiben ependorf tlipiine 200 pl 6rnek alinarak, %70 perklorik asitten 218
ul konularak 80°C’deki su banyosunda 1saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibe ettikten sonra
5 dk sogumaya birakilmis akabinde 5SM KOH’tan 500 pl ilave edilerek noétralizasyon islemi
uygulanarak tuz olusumu saglanmistir. Bu islemden sonra 4°C’de 1200 x g’de 5 dk santrifiij
edilmistir. Elde edilen siipernatant 0,22 pum siringa filtrelerden gecirilerek safsizliklardan
aridirilmistir. EPS 6rneklerinden cam tiiplere 100 pl alinarak iizerine 900 pl saf su ilavesi
yapilmistir. Uzerine 3 ml dinitrosalisilik asit ilave edilerek iyice vortekslendikten sonra
95°C’de 5 dk inkiibe edilmistir. Islem bittikten sonra 5 dk sogumaya birakilmis ve kontrole

karsit ODs40 nm’de 6l¢iim alinmustir.
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Sekil 8. DNS metodunda kullanilan glukoz egrisi.
Ekzopolisakkaritlerin monosakkarit kompozisyonunun belirlenmesi.

EPS iiretim miktarmin belirlenmesi i¢in hazirlanan Ornekler refraktif indeks
dedektdriine sahip yiiksek basingli sivi kromatografi (HPLC-RID, Shimadzu) sistemine enjekte
edilmis olup enjeksiyon hacmi 20 pl olarak belirlenmis ve kolon olarak CARBOsep CHO-682
Pb Column kolon kullanilmistir. Kolon sicakligi 85°C’de sabit tutulmus ve mobil faz olarak su
kullanilmistir. Orneklerin glukoz, fruktoz, maltoz ve galaktoz igerikleri, ayn1 sistem ve ¢dziicii
kullanilarak her bir seker i¢in daha o6nceden olusturulmus kalibrasyon egrileri kullanilarak
hesaplanmistir. Her bir konsantrasyona karsilik HPLC kromatogramindan elde edilen alan
degerlendirilerek monosakkarit kompozisyonu belirlenmistir (Dertli, Colquhoun, Cété, Le

Gall, & Narbad, 2018)(Modifiye edilmistir).

Suslarin in vitro sartlar altinda bazi probiyotik 6zelliklerinin tespiti.
Antibiyotik profili tespiti.

Elde edilen LAB tiirleri i¢in antibiyogram testi, antibiyotik diflizyon diskleri
kullanilarak gerceklestirilmistir. Ispirli, Demirbas, & Dertli (2015) belirledigi metoda gore
gelistirilen bakteriler 107 kob/ml olacak sekilde ayarlanmis ve 100 ul MRS agara yayma
yontemi kullanilarak ekim yapilmistir. Ardindan antibiyotik diskler petri plaklarina
yerlestirilmistir. Antibiyotik uygulanan petriler 37°C’de 24 saat gelistirilerek olusan inhibisyon
zonlar1 kaydedilmistir. Boylelikle LAB tiirlerinin antibiyotik hassasiyeti belirlenmistir.

Antimikrobiyal etki spektrumunun belirlenmesi.

Probiyotik potansiyeli arastiritlan LAB suglarinin antimikrobiyal aktivitesi 5 farkli
patojen mikroorganizmaya kars1 kullanilmis olup Tablo 8’de gosterilmistir. Segilen
patojenlerin hepsi TSB ( Tryptic Soy Broth, Merck) besiyerinde aerobik kosullarda 37°C’de
gelistirilmistir. Test edilen suslarda %1 oraninda olacak sekilde inokiilasyon islemi yapilmistir.
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Daha sonra Ispirli vd. (2015) kullanmis olduklar1 metoda gére antimikrobiyal aktivite testi
uygulanmistir. LAB suslarin antimikrobiyal aktivitelerinin saptanmasi i¢in kiiltiir stoklar1 10
ml MRS broth i¢inde %1 oraninda inokiilasyon islemi uygulanarak 37°C’de bir gece boyunca
gelismesi beklenmistir. Gelisen hiicreler 5 dakika boyunca 20000 x g’de santrifiij edilmis
santrifiij sonrasi elde edilen siipernatanttan tiim hiicrelere uzaklastirmak adina siipernatant steril
bir 0,22 um siringadan filtre edilmistir. Filtre edilen slipernatantin pH’s1 NaOH ile pH 6.0'a
ayarlanmigtir. Olusabilecek engelleri ortadan kaldirabilmek amaciyla 30 dakika boyunca
katalaz (Merck) uygulamasi ile inhibisyon saglanmistir. Elde edilen 20 pl slipernatanlar1 her
bir sus i¢in ayr1 ayri filtreleme islemi yapilmig ve inhibisyon bélgelerini 6l¢ebilmek i¢in hedef
alinan patojen suslart TSA besiyerine dokme islemi ile ekim yapilmistir. 37°C’de 24 saat
boyunca inkiibasyon iglemine takiben antimikrobiyal etki gdsteren inhibisyon bolgesinin zon

caplart mm cinsinden kaydedilmistir.

Tablo 8. Calismada Kullanilan Indikatér Mikroorganizmalar

Sus kodu Tiir
P12 Escherichia. coli BC 1402
P60 Bacillus cereus BC 6830
P78 Salmonella typhimurium RSSK 95091
P91 Yersinia enterocolitica ATCC 27729
P94 Staphylococcus aureus ATCC 25923

Antifungal aktivitelerinin belirlenmesi.

LAB suslarinin F. oxysporum, A. niger, P. chrysogenum, Botrytis cinerea, Aspergillius
parasiticus, Alternaria alternata kiiflerine kars1 antifungal etkisi arastirilmistir. Cabo, Braber,
& Koenraad (2002) yaptiklart ¢alismada kullandiklart metod modifiye edilerek analiz
yiritilmistiir. Test edilen suslar %1 inokiilasyon olacak sekilde MRS broth igerisinde 37°C’de
bir gece boyunca inkiibasyona birakilmistir. MRS agar, dokiilen petriler 3 saat boyunca
37°C’de kurutularak petrilere spot yontemi ile 10pl ekim yapilmistir. Petriler ters gevrilerek
37°C’de bir gece inkiibe edilmistir. 10 ml yumusak PDA (%0.8 agar) icindeki kiiflerin {izerine
LAB ekilerek 25°C’de 3 giin boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda LAB etrafinda

olusan inhibisyon zonlar1 kaydedilmistir

Hidrofobisite (tutunma) niteliklerinin tespiti.

Tutunma analizi Vinderola, & Reinheimer (2003) yapmis olduklari metoda gore
uygulanmistir. Bu amag i¢in gelistirilen kiiltiirler, santrifiij (1200 x g, 4°C, 10 dk ) islemi
uygulandiktan sonra 50 mM KoHPO4 (pH 6.5) ile iki defa yikama yapilmistir. Tekrar buffer ile

resiispanse edilmis ve ODsgoo nm’de yaklasik 1 ayarlanmistir.. Bir cam tiip icerine 3 ml
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bakteriyel siispansiyon ve 0.6 ml n-hexadecane ilave edilerek 120s iyice vorteklenmistir.
Takiben faz ayrigmasi i¢in hareket ettirmeden 20 dk boyunca 37°C inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrast alt faz (sulu) dikkatlice almip ODse nm’de &lgiim yapilmustir.

% Adezyon = = [(Ao—A)/Ao]100, Ao dlgiimden Onceki baslangig, A ise 20 dk ‘hik

inkiibasyondan sonraki OD degeridir.

Diisiik pH ve safra tuzlarina karst direncin belirlenmesi.

Diisiik pH ve safra tuzu direncinin degerlendirilmesi Ispirli vd. (2015) yaptiklari
caligmada belirledikleri motoda gore yapilmistir. Suslar aerobik sartlar altinda bir gece
gelistikten sonra %0.85°1ik FTS ile iki defa yikama yapildiktan sonra biitlin suglar ODgoo nm de
1’e ayarlanmistir. Kontrol amach pH ayarlamasi yapilmadan ve safra tuzu ilave edilmeden
kiiltiirler MRS ortamina %1 inokiile edilmistir. Ayni1 sekilde yine %0.3 (w/v) safta tuzlari iceren
(Bovine bile, Sigma) ve 1M HCI ile pH 4’e ayarlanmis MRS ortamlarina kiiltiirlerden %1
olacak sekilde inokiile edilmistir. Bu iglemler cam tiip igerisinde gerceklestirilerek sarsmadan
37°C inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyona birakildiktan sonra belirli saatler boyunca

spektrofotometre (PG Instruments, T60)’de ODeoo 6lglimleri yapilmistir.

Viriilans faktoriiniin belirlenmesi.
Hemolitik aktivitenin tespiti.

Test edilen laktik asit bakterilerinin hemolitik aktivitesi , De Vuyst, Moreno, & Revets
(2003)’in belirledikleri metoda uygun yapilmistir. Blood agara %7 oraninda insan kani
(Bayburt Devlet hastanesi, Bayburt, Tiirkiye) ilave edilmis ve iizerine MRS ortaminda gelisen
kiiltiirler yayma yontemine gore ekilmistir. Daha sonra petri plaklar1 37°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Hemolitik reaksiyonda koloni cevresinde, net bir hidroliz bolgesi varsa (B
hemolysis), kismi hisroliz ile yesilimsi zon varsa (o hemolysis) ya da reaksiyon géstermemisse

(v hemolysis) olarak degerlendirilmistir.

Suslarin in vitro sartlar altinda gastrointestinal sistemde canhihigim koruyarak

gecisinin belirlenmesi.

Sindirime benzetilen in vitro sartlar Nueno-Palop, & Narbad (2011)’in belirlemis
olduklar1 metoda gore analiz edilmistir. MRS ortaminda bir gece gelistirilen bakteriyel suslar
santrifiij (4000 g, 10 dk, 4°C) islemi ile bir araya toplanmistir. Toplanan hiicreler PBS ( Phosfat
Buffer Saline) tamponu ile 2 defa yikama islemine tabi tutulmus ve tekrardan ayni ¢ozelti ile
stispanse edildikten sonra ODgsoo nm’de yaklasik 1°e ayarlamistir. Gastrik sartlara benzetilmek

icin 1M HCl kullanilarak pH 3’e ayarlanmis ve son konstrasyon %5 (w/v) olacak sekilde pepsin
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(Sigma) ilavesi yapilmistir. Olusan mix 37°C’de calkalayici da 110 rpm de 90 dk boyunca
inkiibe edilmistir. Bagirsak sindirim kosullarini olusturmak i¢in 6rnekler pH 6’ya ayarlanip son
konstrasyon %0.3 (w/v) olacak sekilde safra tuzlar1 eklenmistir. Ornekler 150 dk boyunca 37°C
ve 110 rpm de calkalayici da inkiibe edilmistir. Her inkiibasyon sonunda hiicre sayilarimni
belirlemek icin seri diliisyonlar hazirlayarak, MRS agara ekim yapilmis ve 37°C’de 48 saat
boyunca inkiibasyona birakilmigtir. Calisma kapsaminda referans sus olarak Lb. rhamnosus
GG kullanilmis olup ¢alisma sonunda her bir susun sindirim Oncesi ve sindirim sonrasi hiicre

sayilar1 karsilastirilarak hayatta kalma yiizdeleri hesaplanmustir.

LAB suslarimin HT-29 insan epitelyum hiicrelerine tutunma analizi.

Kolon hiicrelerine tutunma probiyotik fonksiyonlarin saglanmasi agisindan énemli bir
parametredir. Bu amacla test edilen 9 LAB susu 1 gece 37°C’de anerobik sartlarda gelistirilerek
HT-29 hiicrelerine tutunma oranlar1 belirlenmistir. HT-29 hiicreleri, %10 1s1 ile inaktive edilmis
fetal buzagi serumu (Invitrogen), 1% MEM elzem olmayan aminoasitler (Sigma) ve 1%
penisilin/streptomisin (Sigma) ile katkilanmig DMEM (sigma) doku kiiltiir besiyerinde T75
kaplarinda 37°C’de ve %5 CO; sartlarinda gelistirilmistir. 3-4 giinliik gelisiminin ardindan
hiicreler %80 oraninda gelistikten sonra %0.25 tripsin-EDTA (Sigma) kullanilarak kaplardan
ayristirlmistir. Tutunma g¢aligmalarn igin 24-gdzlii plastik kaplara hiicre miktar1 6x10*
hiicre/cm? olacak sekilde ekim yapilarak (hemocytometer ile belirlenir) 2 giin boyunca hiicreler
gelismeye birakilmistir. Tutunma testine tabi tutulacak LAB konsantrasyonu spektrofotometre
kullanilarak ODgoo nm’de 1’e ayarlanmistir. Bakteri hiicreleri daha sonra DMEM besiyerinde
(antibiyotik icermeyen) yaklasik olarak 1 x 107 hiicre/ml olacak sekilde seyreltilerek ve MRS
agara ekim yapilmistir. Anerobik olarak gelistirilen suslarm tutunma Oncesi toplam bakteri
sayist cfu birimi ile belirlenmistir. Ardindan bu soliisyondan 1 ml gelistirilerek HT-29
hiicrelerine ekilmis ve 2 saat boyunca 37°C’de %S5 CO> ortaminda inkiibe edilmistir.
Tutunmayan bakterilerin uzaklagtirilmasi amaciyla 3 defa yikama islemi uygulanmis ve bu
islemin sonunda HT-29 hiicrelerine 1 ml tripsin/EDTA eklenerek hiicreler plakalardan
ayrilmasi saglanmistir. Bu islemden hemen sonra seri seyreltme islemine tabi tutularak MRS
agara ekim yapilarak 24-48 saat 37°C’de gelistirmeye birakilmistir. Boylece HT-29 hiicrelerine
tutunmus bakteri sayisi belirlenmistir. Tiim bu islemler sonunda tutunmus bakteri sayis1 %

olarak ifade edilmistir (Horn vd. , 2013).
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Molekiiler biyoloji islemleri.
Genomik DNA izolasyonu.

Gelistirilen kiiltiirlerden ependorf tiipii icerisine 1 ml alinarak 10 dakika 7000 x g’de
santrifiij edilmistir. Santrifiij asamasindan sonra siipernatant uzaklastirilmis ve hiicre pelleti bir
araya toplanmistir. Bu sekilde toplanan bakteri hiicrelerinin tizerine 450 ul TE (Tris EDTA)
tamponundan ilave edildikten sonra hiicrelerin tampon igerisinde slispanse olmasi saglanmastir.
Daha sonra siispanse edilen hiicrelere, 50 pl %10 luk SDS (Sodyum dodesil siilfat) ve 2 pl
Proteinaz K ilave edilip iyice vortekslenis ve 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda 0.5 ml fenol:kloroform:isoamil alkol (25:24:1) karisimindan ilave edilip
tiipler bas asag1 ¢evrilerek iyice karistirilmis ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Icerik 4°C’de 10 dakika 7000 x g’de santrifiijlendikten sonra elde edilen siipernatant benzeri
yiiksek viskoziteli jel otomatik pipet kullanilarak toplanip yeni bir tiipe aktarilmigtir. islem
fenol-kloroform-isoamil alkol karisimi ile bir kez daha tekrarlanip olusan siipernatant benzeri
yiiksek viskoziteli jel yeni bir tiipte toplanmistir. SM’lik sodyum asetattan 50 ul igerige ilave
edilip hafifce karistirilmistir. Sonrasinda igerige 1 ml izopropanol ilave edilerek c¢oken
DNA’nin beyaz iplik¢ikleri olusana kadar ters-diiz edilerek hafifce karistirilmustir. Igerik 5000
rpm de 10 dakika santrifiijlendikten sonra slipernatan uzaklastirilip, elde edilen pelet iizerine
0.5 ml %70’lik etanol ilave edilip hafif karistirilmistir. Bu islemi takiben igerik 5000 rpm’de
10 dakika santrifiijlenmistir. Stipernatant uzaklastirildiktan sonra kalan etanolii uzaklastirmak
icin igerik 37°C’de 5-10 dakika bekletilmis ardindan elde edilen DNA 100 pl distile su ilave
edilerek siispanse edilmistir (Ispirli, 2016).

Homopolimerik ve heteropolimerik EPS iiretiminden sorumlu genlerin tespiti.

Secilen LAB tiirlerinde EPS iiretiminden sorumlu f#f ve p-gtf genlerinin varligit PCR
(Polymerase Chain Reaction-Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile arastirillmigtir. Bu LAB

tiirlerindeki genlerin tespit edilmesi amaciyla kullanilmis primerler Tablo 7°de verilmistir

PCR ile eps genlerinin amplifikasyonu.

Eksi hamur ve yenidogan diskisindan identifiye edilen LAB tiirlerinde EPS {iretiminin
arastirilmasi amaciyla test edilen tiirlerde olabilecegi varsayilan fif ve p-gtf genleri PCR ile
tespit edilmistir. Bu kapsamda literatiirde daha Once tanimlanmis homopolimerik EPS
tiretiminden sorumlu genin tespiti i¢in Lev (f#f) primer ¢ifti kullanilmis iken, heteropolisakkarit
EPS iiretiminden sorumlu gen kiimesinin tespiti i¢in epsA, epsB, epsEFG, G-*- Bact-a primer
ciftleri kullanilarak bu genlerin varligi aragtirilmistir. Bu amagla hazirlanan PCR karisimi Tablo

9°da verilmis iken, PCR sartlar1 da Tablo 10’da verilmistir.
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Tablo 9. EPS genlerinin Amplifikasyonu i¢in Olusturulan PCR Karigimi

Bilesim Miktar (50 pl)
Deiyoinize H20 32.75
5X Phusion Buffer 10
dNTP miks 4
Primer I 1
Primer II 1
Taq polimeraz 0.25

DNA

Tablo 10. EPS Genlerinin Amplifikasyonu i¢in Olusturulan PCR Sartlar

On Denatiirasyon 94°C30s 1 dongii
epsA F Denatiirasyon 94°C 15s
epsA_R Baglanma 43 °C 30s 35 dongii
Uzama 72 °C1dk
On Denatiirasyon 94°C30s 1 dongii
epsB_F Denatiirasyon 94°C 45s
epsB_ R Baglanma 43 °C1dk 35 dongii
Uzama 72 °C 1 dk
On Denatiirasyon 94°C30s 1 dongii
epsEFG _F Denatiirasyon 94°C 30s
epsEFG_R Baglanma 49 °C 45s 30 dongii
Uzama 72 °C 1 dk
On Denatiirasyon 94°C30s 1 dongii
G-*-Bacta- F-36 Denatiirasyon 95°C 30s
G-*-Bacta-R-27 Baglanma 42 °C 45s 35 dongii
Uzama 72 °C1dk
On Denatiirasyon 94°C30s 1 dongii
LevV F Denatiirasyon 95°C 30s
Levl R Baglanma 42 °C 45s 35 dongii
Uzama 72 °C 1dk

PCR iiriinlerinin jel elektroforezinde kontrolii.

PCR iiriinlerinin jel elektroforezinde kontrolii i¢in konsantrasyonu %1 olan agaroz jel
0.5X Tris borat EDTA(TBE) tamponu kullanilarak hazirlanmistir. Elektroforeze yiiklemeden
once PCR firtiniinden 5-10 pl alinmig ve bir yiikleme boyasi ile boyanmistir. Daha sonra
boyanan iiriin jeldeki kuyucuklara yiiklenmis ve TBE bufferi kullanilarak jelde elektroforez
islemi uygulanmigstir. Elektroforez isleminin ardindan jelde yiiklii olan DNA parcaciklarint UV
151k altinda goriinmesi i¢in 1 mg/L'lik etidyum bromid c¢ozeltisi igerisinde 30 dakika
bekletilmistir. Bu islemden sonra jeller distile suyun igerisine daldirip ¢ikartilarak durulama
islemi yapilmistir. PCR {iriinlerinin goriintiilenmesi i¢in UV Transilluminator (Cleaver)

kullanilmis olup Hyperladder I (Bioline, UK) elektroforetik jelde DNA boyutlayicisi olarak

kullanilmistir. Ladder’in boyutlar1 ve miktarlar1 Sekil 9’da verilmistir.
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Sekil 9. Hyperladder I (Bioline, UK) fragment boyutlar1 ve miktarlari.
Filogenetik analiz.

Filogenetik siniflandirma, tiirlerin birbirleriyle olan evrimsel iligkilerini incelemektedir.
Birbirleriyle olan genomik benzerlik ve farkliligina gore ayrim yapilmaktadir. iclerindeki en
cok kullanilanlardan bir tanesi de DNA benzerligidir. Tez ¢er¢evesinde incelenen bakterilerin

filogenetik iligkisi yapilirken, MEGA 7.0 programinda filogenetik aga¢ olusturulmustur.

v- Aminobutirik asit (GABA) iiretimi.
Glutamik asit dekarboksilaz (GAD) gen varliginin LAB suslarinda taranmasia.

Calisma kapsaminda kullanilan LAB suslarindaki GAD geninin molekiiler tespiti
Core F (5'-CCTCGAGAAGCCGATCGCTTAGTTCG-3") ve Core R
(5’TCATATTGACCGGTATAAGTGATGCCC) primerleri kullanilarak gerceklestirilmistir.
Her bir PCR karisimi; Taq Polimeraz tamponu (Promega) , 2.5 mM dNTPs (Bioline), 1.5 U
Taq polimeraz (Promega) ve 20 mM Core F ve Core R primerlerini igermektedir. PCR islemi
95°C 2 dk, 95°C’de 30 s, 60°C’de 20 dk, 72°C’de 30s ve son uzatma 72°C’de 5 dk olmak
kosuluyla 20 dongii halinde programlanmistir. PCR karisimint hazirlamak i¢in yukarida verilen
icerik dikkate alinarak reaksiyon gerceklestirilmistir. Amplifiye edilen PCR iirlinlerinin ayrimi
icin %1 (w/v) agaroz jel kullanilmis olup 50 dk saat boyunca 90 V sartlarinda elektroforez
islemi uygulanmistir. Pozitif suslarda 600 bp’lik bir amplikon tespit edilmistir (Demirbas,
Ispirli, Kurnaz, Yilmaz, & Dertli, 2017)(Modifiye edilmistir).

GABA iireten LAB suglarinin tespiti.

Eksi hamur ve bebek diskis1 kaynakli LAB tiirlerinin GABA iiretiminin taranmasinda
Villegas vd. (2016) yaptiklar1 metod modifiye edilerek analiz yiiriitiilmiistiir. Tez kapsaminda
incelenen biitiin suslar 30°C’de 96 saat boyunca 53 mM MSG (Monosodyum glutamat) igeren
MRS ortaminda gelistirilmistir. Gelisen kiiltiirler 6000 x g’de 15 dk santrifiij edildikten sonra
siipernatant toplanmis ve GABA iiretimi TLC’de (Thin Layer Chromatography- ince Tabaka
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Kromatografisi) siipernatant fraksiyonlar1 degerlendirilmistir. TLC tabakasi iizerine
siipernatantan 4 ul spotlayip n-butanol: asetik asit: distile su (4:1:1) ¢oziicii karisiminda
yiirlitme iglemini gergeklestirdikten sonra %0.2 (w/v) ninhidrin igeren ¢ozeltiye daldirilmistir.

Daha sonra olusan noktalar1 gorsellestirmek i¢in 1s1 uygulanmaistir.

GABA iiretim seviyelerinin belirlenmesi.

Calisma kapsaminda kullanilan LAB suslarinin GABA iiretim seviyeleri Tuberoso,
Congiu, Serreli, & Mameli (2015) yapmis olduklar1 ¢calismada belirlemis olduklart metodun

modifiye edilmesiyle belirlenmistir.

Amino asidin tiirevlendirilmesi.

Reaksiyon 1.5 mL ependorf tiipliniin icerisinde gergeklesmistir. Gelisen Kkiiltiirlerin
siipernatantlarindan 100 pl alinarak santrifiij tiiptine konulmustur. Her bir 6rnegin iizerine 100
ul dansil kloriir (tiirevlendirme maddesi) ilave edilmis ve son hacim 1000 pl olacak sekilde 0.2
M Na;B407.10H20 (pH 9.3) eklenerek karisim elde edilmistir. Elde edilen igerik 30 dakika
boyunca 40°C’de ultrasonik bir banyoda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon islemi biten drnekler
12.000 rpm’de 10 dk’lik santrifiij islemine tabi tutulduktan sonra siipernatant MeOH (1:1, v/v)
ile seyreltilmistir (Tuberoso vd., 2015).

HPLC analizi.

GABA igerigi, bir Inertsil ODS 3 kolonu (GL science, 5 um, 4.6 x 250 mm) ile
donatilmis bir HPLC (Shimadzu) sistemi kullanilarak 295-500 nm dalga boyunda analiz
edilmistir. Mobil faz olarak solvent A (6.25 mL asetik asit, 1.97 g sodyum asetat, 200 mL
asetonitril, 1 L su) ve solvent B (Asetonitril) kullanilmistir (1:1, v/v). Orneklerden 1 pl
enjeksiyon yapilmistir. Daha 6nceden de tarif edildigi tizere 1 mL/dk akis hizindaki 25°C’lik
bir kolon sicakliginda ayrim saglanmistir. Tlirevlendirilen GABA’dan dolay1 olugan foton diyot
dizisi floresan dedektorii tarafindan tespit edilmistir. GABA idendifikasyonu, standart olarak
kullanilan GABA’nin (Sigma-Aldrich) alikonma stireleri ile orneklerin alikonma siireleri
karsilastirilarak yapilmistir. Orneklerde bulunan GABA konsantrasyonlarimi belirlemek igin,
farkl1 konsantrasyonlarda (0.01-0.1-0.25-0.50-1.0 mg/mL) hazirlanan standartlarin test
edilmesi ile LAB suslarin siipernatantlarinda ki GABA seviyeleri belirlenmistir. GABA
standart egrisinin regrasyon ¢izgi katsayis1 R?: 0.9959644 olup kalibrasyon egrisi Sekil 10°da

verilmistir.
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Sekil 10. GABA standardinin kalibrasyon egrisi.
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DORDUNCU BOLUM
Arastirma Bulgulari ve Tartisma

Filogenetik Iligki

LAB’lar bir¢cok fermente {irliniin olusumunda starter kiiltiir olarak kullanimlariyla
birlikte, insan ve hayvan sagligi lizerinde yararh etkiler olusturmalari ile probiyotiklerin biiyiik
bir kismin1 da barindirmaktadirlar. Ozellikle eksi hamur, tarhana gibi tahil iiriinleri, kefir, kimiz,
yogurt gibi fermente siit lirlinlerinin yan1 sira, salamura zeytin ve tursu benzeri fermente bitkisel
trliinlerin tretiminde baslica rol almaktadirlar (Blandino, Al-Aseeri, Pandiella, Cantero, &
Webb, 2003). Yapilan bircok c¢alismada, LAB tiirlerinin fermantasyon boyunca gidanin
besinsel degerini, raf 6mriinii ve dayanikligini artirmada yardimei oldugu bildirilmistir. Ayrica

probiyotik 6zellik gostermesi nedeniyle de saglik {izerinde olumlu etkisi vardir.

Eksi hamur, LAB suslar1 ve aktif maya tiirlerinin metabolik faaliyetleri sonucu olusan
fermente bir iirlin olarak bilinmektedir. Yapilan mikrobiyolojik c¢alismalarla birlikte eksi
hamurda 6nemli sayida LAB tiirliniin oldugu bildirilmistir. Geleneksel olarak iiretimi yapilan
eksi hamurlarda, heterofermentatif LAB tiirleri ortama hakim olmaktadir. Aslinda bu durum
avantaj olarak goriilmektedir. Heterofermantatif LAB tiirlerinin fermantasyon sonunda asetik
asit gibi organik asitleri olusturmasina bagli olarak hamurun lezzeti de olumlu yonde
etkilenmektedir. Eksi hamurda sik rastlanilan cinsler Lactobacillus, Leuconostoc, Weissella ve
Pediococcus olurken, Lactococcus, Enterococci ve Streptococci cinsleri nadir olarak
goriilmektedir (De Vuyst, & Neysens, 2005). Yapilan bu ¢alismada ise, eksi hamur kaynakl
Lb. plantarum WPS-12, Lb. paracasei WPS-11, Lb. graminis WPS-1, Lc. garviea WPS-3 ve

P. pentosaceus WPS-8 suslar1 kullanilmistir.
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'Lactobacillus paracasei ATCC 25302
= Lactobacillus paracasei C-TB
” Lactobacillus paracasei ATCC 25302
B | Lactobacillus paracasei WPS-11
|

Lactobacillus rhamnosus NBRC 3425
Lactobaciflus rhamnosus C-3A
[  Lactobacillus graminis G90(1)
d | ! Lactobacillus graminis WPS-1
Lactobacillus plamtarum NBRC 15891
wml | Lactobacillus plamtarum WPS-12
W0 Lactobacillus plartarwm NBRC 13891
Lactobacillus plastarum C-6A
—_— r Pediococcus pentosacens DS 20336
0ol Pediococcus pentosaceus WPS-8
 Lactobacillus fermentum NBRC 1588
b Lactobacillus fermeantum C-9C
| 1 Lactfococcus garvieas JCM 10343
1M Lacfococcus garvieae WPS-3

Sekil 11. Eksi hamur ve yenidogan diskisi kaynakli lab suslarinin 16s rRNA dizi analizine
dayanan filogenetik iliskisi.

Sekil 11°de LAB susglarinin filogenetik iliskisi verilmektedir. Bu ¢alismada kullanilan
suslar ile ¢esitli kiiltiir koleksiyonlarinda yer alan mikroorganizmalarin 16S rRNA genleri
filogenetik agaca dahil edilerek bu tiirler arasindaki iliski gosterilmeye calisiimistir. Sekil 11°de
gorildiigii tizere her bir mikroorganizma tiirii bir grup olusturacak sekilde filogenetik agacta
yerini almustir. Lb. paracasei ve Lb. rhamnosus suslart genetik olarak daha yakinken, Lb.
graminis suslarida bu iki tlire yakin ancak farkli bir grup seklinde filogenetik agacta
konumlanmustir. Lb. plantarum suslar da ayr1 bir grup olarak bu diger ii¢ gruba yakin bir yerde
yerini almustir. Ilging olarak P. pentosaceus ayr fakat yukarida bahsi gecen dort LAB tiiriine
daha yakinda filogenetik agacta konumlanmistir. Lb. fermentum suslarida ayri bir sekilde
filogenetik agagta yerini alirken, son olarak Lc. garvieae suslar digerlerine gore filogenetik

agacin farkli noktasinda yer alarak konumlanmastir.

Anne siitii, bebekler i¢in ideal bir besin olarak kabul edilmektedir (Kunz, Rodriquez-
Palmero, Koletzko, & Jensen, 1999). Bu yiizden biyolojik yarar1 yiliksek olan besinin, bebegin
bagisiklik sisteminde 6nemli bir yere sahip olmaktadir. Hall, Cole, Smith, Fuller, & Rolles
(1990), bebek digkisina dair yaptiklar1 ¢alismada, giiniinii tam olarak doldurmus bebeklerin
diskilarinda ¢ogunlukla Lactobacillus cinslerinin bulundugunu tespit etmislerdir. Ayrica
beslenme seklininde kolonizasyonda 6énemli oldugunu 6ngdrmiislerdir. Buna benzer yapilan
baska caligmalarda ise, bebek diskisindan Lb. plantarum, Lb. rhamnosus, Lb. paracasei ve Lb.

fermentum tiirleri izole edilmistir (Ahrné vd., 2005; Khalil vd., 2007). Yapilan bu ¢alisma da
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ise, bebek digkis1 kaynakli Lb. plantarum C-6A, Lb. rhamnosus C-9A, Lb. paracasei C-7B ve
Lb. fermentum C-9C suslar1 kullanilmistir.

Homopolimerik ve Heteropolimerik eps Gen Kiimelerinin Tespiti

Eksi hamur ve yenidogan diskisi kaynakli LAB suslarinin EPS iiretme yeteneklerinin
ve eps genlerinin saptanmasi amaciyla ilgili genlerin amplifikasyonu i¢in istenilen gen
bolgesine 6zgii primerler kullanilarak PCR islemi ger¢eklestirilmistir. Sekil 12°de, Tablo 7°de
verilen primerler vasitasiyla gerceklestirilen PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen
amplikonu gosteren agaroz jel goriintiisii verilmektedir. Ayrica test edilen suslarda hangi gen

veya gen kiimesinin oldugu Tablo 11°de ifade edilmistir.

LAB tiirleri hem homopolimerik hem de heteropolimerik EPS iiretme kabiliyetine sahip
olmaktadirlar. Homopolimerik c¢ogunlukla glukan ya da fruktan tipi EPS olarak
bilinmektedirler. Olusan bu polimerlerin liretiminden sorumlu genler sirasiyla gt¢f-fif olarak

literatirde belirtilmektedir.

Yapilan calismalarda, Lb. reuteri’nin safraya maruz kalmasindan sonra EPS biyosentezi
sirasinda homolog epsB, epsC ve epsE dahil olmak iizere ekspresyonlarinda bir azalma
meydana geldigi tespit edilmistir. Literatiirde fonksiyonlar tartigilan eps gen kiimelerinde yer
alan epsB ve epsC’nin fosfor regiilator sisteminde Streptokoklar’in EPS biyosentezinde yer
alarak zincir uzunlugunu diizenleyen protein oldugu bilinmektedir (Lebeer vd., 2008). Bu
kapsamda incelenen eksi hamur ve yenidogan digkisidan izole edilen suslarin genomlari
heteropolimerik eps gen kiimesinde yer alan epsA (transkripsiyon diizenleyici), epsB (zincir
uzunlugundan sorumlu protein), p-g#f ve homopolimerik eps liretiminden sorumlu fif geninin
varligy, ilgili primerler kullanilarak PCR ile taranmistir. Sekil 12°de, epsEFG geninin test edilen

suglarin genomlarinda bulunup bulunmadigini gosteren jel goriintiisii gosterilmektedir.
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Sekil 12. Test edilen suslarda epsEFG geninin taranmasi sonucu olusan PCR goriintiisii
(L: Ladder, NK: Negatif Kontrol, C-9A: Lb. rhamnosus, WPS-11: Lb. paracasei, C-TB: Lb. paracasei).

Heteropolimerik eps gen kiimesinde yer alan epsEFG geninin taranmasi icin ilgili
primerler kullanilarak amplifiye edilmis ve bu amplifikasyon sonucunda test edilen suslardan
Lb. paracasei WPS-11, Lb. paracasei C-7B ve Lb. rhamnosus C-9A susu epsEFG geni
acisindan pozitif olduklar1 tespit edilmistir. Lb. paracasei ve Lb. rhamnosus tiirlerinde
amplifiye edilen baz boyutunda farklilik gézlemlenmistir. Bu durumun sebebi olarakta tiirdeki

gen farkliligindan kaynaklanabilecegi diisiintilmektedir.

Yapilan bir takim c¢aligmalarda p-gtf geni taranmis ve Lb. brevis E-25, Lb. fermentum
KR1,KR2,KR8,AS1 suslarinda ve Lb. helveticus AS15 susunda pozitif oldugu sonucuna
varilmigtir (Dertli vd., 2016; Ispirli, & Dertli, 2017). Genel itibariyle ¢alismalara bakildiginda,
bilgilerimize gore Lb. rhamnosus ve Lb. paracasei tiirii calisiimamustir. Yapilan bu ¢alisma ile
bahsi gecen tiirlerin epsEFG (p-g#f) genine sahip oldugu tespit edilerek literatiire

kazandirilmistir.
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Tablo 11. LAB Suslarimin Homopolimerik EPS (LevV) ve Heteropolimerik EPS (epsA,
epsEFG, epsB, epsE) Genlerinin Taranmasi

epsA epsEFG epsB epsE LevV

Hedef gen p-gtf p-gtf Jif
DNA Amplikon boyutu (bp) 4, 1600 1150 189 800
C-9C - - + + -
WPS-3 - - + - -
WPS-11 - + + + -
WPS-8 - - - - -
WPS-12 - ; + ; ;
C-6A - - - - -
C-7B - + - - -
C-9A + + + + -
WPS-1 - ; + + N

*+ ilgili genin bulunduguna — ise; ilgili genin bulunmadigina isarettir.

PCR islemi sonucunda 1150 bazlik bir iiriin eldesi i¢in epsB geninin varlig taranmis
Vuyst, & de Ven (1998) ve Tablo 11°den goriilecegi iizere suslar arasinda pozitif sonug veren
Lb. rhamnosus C-9A, Lb. graminis WPS-1, Lb. paracasei WPS-11, Lb. plantarum WPS-12,
Lb. fermentum C-9C ve Lc. garvieae WPP-3 suslar1 olmustur. Sonug olarak test edilen 7 tliirden
6’sinin epsB geni agisindan pozitif ¢ikmasi heteropolimerik eps iiretiminin varligma 1s1k
tutmaktadir. Tez kapsaminda incelen iki farkli kaynaktan 2 ayni tiir (Lb. paracasei WPS-11, C-
7B ve Lb. plantarum WPS-12, C-6A) bulunmasina ragmen eksi hamur izolatlarindan olan Lb.
paracasei WPS-11 ve Lb. plantarum WPS-12 suslarinin, epsB geni bakimindan pozitif olmasi
dikkat c¢ekmektedir. Yapilan son calismalar, eksi hamur kaynakli LAB tiirlerinin
heteropolimerik eps liretimi gergeklestirdigi yoniindedir (Galle, Schwab, Arendt, & Génzle,
2011). Yukarida bahsedildigi gibi amplifiye edilen bp sus bazindaki genetik farkliliktan
kaynaklanmaktadir.

Ispirli, & Dertli (2017), yaptig1 calismalarda epsB geninin varliligini, Lb. fermentum
KR1, KR2 ve KRS suslarinda tespit etmistir. Yine baska bir ¢alismada ise, Tiirk yogurdundan
Lb. plantarum’ un da dahil oldugu 4 farkl tiir izole etmislerdir. Bu kapsamda inceledikleri
Leuconostoc mesenteroides Y35, Lb. bulgaricus Y39 ve S. thermophilus Y 102 suslarinda epsB
genini tespit ederken, Lb. plantarum Y36 susunda tespit etmemislerdir (Ispirli, & Dertli, 2018).
Yapilan tez ¢alismasinda ise, eksi hamurdan izole edilen Lb. plantarum WPS-12 susunda bahsi
gecen gen tespit edilmistir. Benzer olarak yapilan baska bir ¢alismada ise, eksi hamurdan izole

edilen 11 LAB tiiriinden sadece 3 tiiriin epsB geni icerdigini tespit etmislerdir (Dertli vd., 2016).

Daha 6nceden tasarlanmis (Low vd., 1998) ve yaklasik olarak 800 bazlik bir kismi
amplifiye etmesi beklenen primer seti kullanilarak epsA geninin varlig1 Lb. rhamnosus C-9A

susunda tespit edilmistir. epsA geninin varligi heteropolimerik eps iiretimi gerceklestirme
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thtimalini diistindiirmektedir. Dertli vd. (2016) eksi hamurdan izole ettikleri LAB suslariyla
ilgili yaptiklar1 ¢calismada, Lb. rossiae ED-1, Lb. brevis E-25, W.paramesenteroides N7, Leuc.
mesenteroides N6 ve Lb. curvatus N19 suslarinda epsA geninin varlig1 saptanmistir. Yapilan

bu ¢alismada ise, eksi hamur bazli LAB suslarinda epsA geni tespit edilmemistir.

Ispirli, & Dertli (2018) geleneksel Tiirk yogurdundan LAB suslar1 izole etmis ve
tanmimladig1 Leuc. mesenteroides Y35, Lb. plantarum Y36, Lb. bulgaricus Y39 ve S.
thermophilus Y102 suglarinda epsA geninin varligini tespit etmislerdir. Yapilan bagka bir
caligmada ise Ventorino, Pepe, Piccolo, Mazzei, & Blaiotta (2012), Leuc. mesenteroides A52

ve A57 suslarinin, epsA geni agisindan pozitif oldugunu goézlemlemislerdir.

Ispirli, & Dertli (2017), kimiz ve kuruttan izole ettigi laktik asit bakterilerinin
karakterizasyonunu yapmay1 amaglamiglardir. Bu kapsamda identifiye ettikleri Lb. fermentum
ve Lb. helveticus suslariin EPS iiretimden sorumlu genlerin tespitini yapmis ve Lb. fermentum

AS3 Lb. fermentum AS13 ve Lb. helveticus suslarinda epsA geni tespit etmislerdir.

Tablo 11°den goriildiigii tizere fruktan tipi eps iiretimin sorumlu LevV geni Lb. graminis
WPS-1 susunda pozitif ¢ikmistir. Onceki c¢alismalarda eksi hamurdan izole edilen
laktobasillerin (Lb. sanfranciscensis, Lb. fermentum, Lb. pontis Lb. reuteri), Leuc.
mesenteroides ve Weissella suslarinin ¢esitli fruktan (levan ya da inulin) ve glukan (dextran,
reuteran ya da mutan) tipi EPS {irettikleri tespit edilmistir (Tieking, & Génzle, 2005). Yapilan
bu ¢alismada ise, eksi hamur kaynakli Lb. graminis WPS-1 susunun LevV geni igerdigi tespit
edilmistir. Literatiirde Lb. gramimis tlriiniin LevV geni lrettigine dair calisma, bizim
bilgilerimize gore bulunamamaistir. Dolayisiyla ¢alismamizda elde edilen sonug, literatiire yeni

kazandirilmstir.

Ispirli, & Dertli (2018) yogurttan izole ettigi 4 LAB susunda Lev geni tespit etmemisken,
bazi arastirmacilar yaptiklart incelemeler sonucunda Lb. sanfranciscensis ED-5, Lb.
paralimentarius E-106, W.cibaria N9 Lb. paraplantarum N15 (Dertli vd., 2016), Lb. fermentum
AS3, AS13 ve Lb. helveticus AS15 suglarinda Lev geni tespit etmislerdir.

Bu calisma kapsaminda p-g¢f genlerinin taranmasi i¢in 2 farkli primer seti kullanilmis
ve Tablo 11°den goriildiigii tizere Lb. rhamnosus C-9A, Lb. graminis WPS-1, Lb. paracasei
WPS-11 ve Lb. fermenrum C-9C susunda p-gtf geni gozlemlenmistir. Bu kapsamda Lb.
rhamnosus C-9A susunun epsA, epsB ve p-gtf genleri tasimasi sebebiyle, heteropolimerik eps
tirettigi diisliniilmektedir. Hem jeldeki goriintiilerden hemde Tablo 11°den de anlasilacagi {izere
Lb. plantarum C-6A ve P. pentosaceus WPS-8 suglart disinda diger tiim suglar
homopolisakkaritlerin (HOPS) veya heteropolisakkaritlerin (HEPS) tliretiminden sorumlu eps

genlerini tagimaktadirlar.
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Ekzopolisakkarit (EPS) Uretiminin Yapisal Karakterizasyonu

Modifiye siikrozlu BHI ortaminda gelistirilen LAB suslarinin (Lb. rhamnosus C-9A,
Lb. plantarum WPS-12, Lb. fermentum C-9C, Lb. plantarum C-6A, Lb. paracasei C-7B, Lb.
graminis WPS-1, Lc. garvieae WPS-3, P. pentosaceus WPS-8 ve Lb. paracasei WPS-11) EPS
yapisinda yer alan seker gruplarinin tespiti i¢in HPLC islemi uygulanmistir. Analiz sonunda
biitiin LAB tiirlerindeki EPS {iretiminin miktarsal agidan farklilik arz ettigi ve HPLC’de biitiin
tiirlerde seker tinitelerinde glukoz monomerine sahip oldugu tespit edilmistir (Baz1 suglarda
safsizlik oldugu diisiiniilen piklerde bulunmaktadir). HPLC islemi sonucunda glukozun
alikonma stiresi 14.832 ile 15.134 arasinda degistigi tespit edilmistir. Sekil 13-21’de sirasiyla
Lb. plantarum WPS-12, Lb. paracasei WPS-11, P. pentosaceus WPS-8, Lc. garvieae WPS-3,
Lb. graminis WPS-1, Lb. fermentum C-9C, Lb. rhamnosus C-9A, Lb. paracasei C-7B ve Lb.

plantarum C-6A’ya ait HPLC kromatogramlar1 verilmistir.
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Sekil 13. Lb. plantarum WPS-12 tarafindan iiretilen EPS’ in HPLC kromatograma.
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Sekil 14. Lb. paracasei WPS-11 tarafindan tiretilen EPS'in HPLC kromatogrami.
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Sekil 15. P. pentasaceus WPS-8 tarafindan iiretilen EPS'in HPLC kromatogrami.

53



mV
] Det.A Chl
k w100
150 | ]
] I v
1 [
1 |
100 . _ . :
B | S0 2 il
| ] = I
] | = 0
] i
. |I 2.5 I [
S0+ [ J PE )
] | - | - f |
T =1 A e —n
i .'I | = 0.0 e
0 ] L - Py =
—— 7T T T T
i} 5 10 15 20 25 30 as
min
1 DetAChl/

Sekil 16. Lc. garvieae WPS-3 tarafindan iiretilen EPS' in HPLC kromatograma.
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Sekil 17. Lb. graminis WPS-1 tarafindan tiretilen EPS' in HPLC kromatogramau.
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Sekil 18. Lb. fermentum C-9C tarafindan tiretilen EPS' in HPLC kromatograma.
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Sekil 19. Lb. rhamnosus C-9A tarafindan tiretilen EPS' in HPLC kromatogrami.
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Sekil 20. Lb. paracasei C-7B tarafindan iiretilen EPS' in HPLC kromatograma.
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Sekil 21. Lb. plantarum C-6A tarafindan iiretilen EPS' in HPLC kromatograma.

Elde edilen bulgulara gore test edilen eksi hamur ve bebek diskisi izolatlarinin hepsinde
glukoz monomeri tespit edilmistir. Ek olarak bazi kromatogramlarda mevcut analizlerde tespit
edilemeyen seker monomerlerininde olabilecegi gozlemlenmistir. Bununla birlikte Lb.

fermetum C-9C ve Lb. rhamnosus C-9A suslar1 glukozdan olusan EPS iiretmistir. Bu EPS’lerde
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yapisal karakterizasyon c¢alismalari devam etmektedir. Eksi hamur kaynakli LAB’da glukan
tiretimi yayginlik gostermekte olup Bounaix vd. (2009); (Di Cagno vd., 2006) yapmis olduklar1
calismalarda sectikleri W. cibaria, Lb. plantarum ve P. pentosaceus suslarinin glukan yapili
EPS tirettiklerin tespit ederek bu bilgiyi desteklemislerdir. Bazi arastirmacilar da glukan iiretme
kabiliyetlerinin Lactobacillus cinslerinde yaygin olarak goriildiigiinii 6ne stirmiislerdir (Van

Geel-Schutten, Flesch, Ten Brink, Smith, & Dijkhuizen, 1998).

Eksi hamurdan izole edilen suslarin tiimiiniin Modifiye siikrozlu BHI ortaminda
gelisimine bagli olarak EPS iiretimini gergeklestirdigi tespit edilmistir. Elde edilen bulgular tiim
suslarin EPS iirettigi yoniindedir. Calisma ¢ergevesinde elde edilen sonuglar ile Bounaix vd.
(2009) yapmis oldugu calismadaki EPS iiretim sonuglar1 benzerlik gdstermektedir. Galle, &
Arendt (2014)’e gore, eksi hamur bazli ekmeklerin raf démriiniin uzun olmasinin temel sebebi
LAB tarafindan iiretilen metabolitlerle iliskili oldugunu 6ne siirmiislerdir. Uretilen metabolitler
(organik asitler, ekzopolisakkarit) fermantasyonda aktif rol oynayarak ekmegin kalitesini
gelistirmektedirler. Ortamdaki siikrozdan glukansukraz aktivitesi ile olusan EPS, hamurun
viskoelastik 6zelligi ve nigasta retrogradasyonunu etkileyerek ekmegin dokusunu olumlu yonde
etkiledigine dair bilgiler one siiriilmiistiir. Benzer olarak Di Cagno vd. (2006) yapmis olduklar1
caligmada, karbon kaynagi olarak siikroz kullandiklarinda eksi hamur kaynakli laktik asit
bakterilerinin (Lb. plantarum, W. cibaria, P. pentosaceus) iki tip homopolisakkarit glukan ve
fruktan sentezlediklerini rapor etmislerdir. Baska bir ¢alismada ise, bagirsak ve tahil bazl
irlinden izole edilen 100°den fazla laktik asit bakterilerinde siikrozdan EPS iiretimi taranmis ve
test edilen suslardan 15’inin fruktan, dordiiniin ise glukan {iretti tespit edilmistir (Tieking,

Korakli, Ehrmann, Ginzle, & Vogel, 2003).

Bilindigi tizere ekzopolisakkaritler, immiin-stimiilator gibi bagisiklig1 uyaric1 (G.
Vinderola, Perdigon, Duarte, Farnworth, & Matar, 2006) , antitlimoral etki (Nishimura, 2014)
ve kandaki kolesterol seviyesinin diistiriilmesinde rol aldigindan dolay1 saglik iizerinde olumlu
etkiler gdsteren mikrobiyaller olarak tanimlanmaktadir (Ryan, Ross, Fitzgerald, Caplice, &
Stanton, 2015). Buna benzer ¢esitli ¢aligmalarda LAB tarafindan tiretilen EPS’in, adhezyon ve
biyofilm olusturma ile iligkili oldugu 6ne siiriilmiistiir (De Vuyst, & Degeest, 1999; Klein vd.,
2009).

Sentiirk, Dertli, Erten, & Simsek (2020) , tarhanadan izole edilen Lb. plantarum
suslarinin (PFC 309, PFC 310, PFC 312 ve PFC 313) seker gruplarinin incelemesi sonucu,
izolatlarin bir kismi glukoz ve galaktoz {iretimi gergeklestirdigini tespit ederken, bir kisminin
ise (PFC308 ve PFC 311) glukoz, galaktoz ve fruktozdan olustugunu tespit etmislerdir. Yapilan

bu caligmada ise, test edilen tiim suslarin glukoz iinitelerinden olustugu tespit edilmistir.
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Ispirli, & Dertli (2018), Bayburt’tan topladiklar1 geleneksel ev tipi, farkli yerlerden 21
tane yogurt 6rnegi toplamis ve toplam 150 izolattan Lb. bulgaricus (4), S. thermophilus (9),
Leuc. mesenteroides (2) ve Lb. plantarum (6) olmak iizere 21 tane susun genotipik olarak ayrimi
saglanmistir. Akabinde bu suslardan en stimiiksii suslar secerek EPS iiretimlerine bakmislardir.
Daha sonra monosakkarit kompozisyonuna HPLC analizi ile incelenmis ve ¢alisma sonunda

Lb. plantarum Y 36 susunun homopolimerik tipi glukan iirettigini tespit etmislerdir.

Genel itibariyle elde edilen sonuglar dogrultusunda eksi hamur ve bebek diskis1 kaynakli
LAB tiirlerinin EPS {irettikleri tespit edilmistir. Genellikle eksi hamur bazli LAB tiirlerinin
glukan ve fruktan tipi EPS tretimi gergeklestirdigi edinilen bilgiler arasinda yer almaktadir
(Bounaix vd., 2009). Lactobacillus cinslerinin bazilar1 hiicre yiizeyi 06zelliklerinin
belirlenmesinde 6nemli derecede rol alan EPS iiretme kabiliyetine sahiptirler (Lebeer vd.,
2008). Ayrica iiretilen EPS biyofilm olusumunda da rol aldiklar1 i¢in kolonizasyonu da
arttirabilmektedir (Branda, Vik, Friedman, & Kolter, 2005; Vu, Chen, Crawford, & Ivanova,
2009). Bunun yan1 sira da LAB 1 iirettigi EPS’in prebiyotik etki gdstererek LAB tiirlerinin

gelisimini tegvik ettigi diisiiniilmektedir.

DNS Metodu ile Belirlenen EPS Uretim Miktar:

Probiyotik LAB susunun belirlenmesi agisindan EPS iiretimi biiyiilk 6nem tasimaktadir.
EPS {iretme kabiliyetlerinin yani sira liretim miktarlar1 da katildigi gidaya fonksiyonellik
kazandirmasi bakimindan tercih edilme sebebi olabilmektedir. Bu kapsam da test edilen Lb.
graminis WPS-1, Lb. paracasei C-7B, Lb. rhamnosus C-9A, Lb. paracasei WPS-11, Lb.
plantarum C-6A, Lc. garvieae WPS-3, Lb. plantarum WPS-12, Lb. fermentum C-9C ve P.
pentosaceus WPS-8 suslari, MSBHI (Modifiye Siikrozlu Beyin Kalp infiizyonu) ortaminda 37
°C’de 24 saat inkiibasyona birakilarak EPS iiretim kabiliyetleri test edilmis olup sonuglar Tablo

12’de verilmistir.

Ekzopolisakaritler (EPS) fermente iiriinlerin reolojisinde ve dokusunda énemli bir rol
oynamaktadir. Farkli LAB tiirleri ¢ok ¢esitli EPS tiretmekte olup ticari iiretilen EPS’lere kiyasla
40-800 mg/L gibi diistik EPS iiretimi gerceklestirdigi bildirilmistir (Boels vd., 2003). Yapilan
bir calismada, Ekzopolisakkarit tiretimi ii¢ laktobasil susu arasinda karsilagtirilmistir. Calisma
sonunda Lb. rhamnosus ‘un iki susu i¢in EPS iiretiminin Lb. paracasei’den daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Siit ortaminda karbon kaynagi olarak laktoz kullanmislar ve 36 saatin sonunda
EPS iiretim miktarlariin Lb. paracasei Tip V 79 mg/L’ye ulastigini, Lb. rhamnosus suslarinin
ise 280 mg/L’den fazla iirettigi tespit edilmislerdir (Dupont, Roy, & Lapointe, 2000). Sonug

olarak EPS iiretiminde kiiltlir ortaminin ve karbon kaynaginin biiyiilk dneme sahip oldugu
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gorilmektedir. Yapilan tez calismasinda ise, MsBHI ortam1 kullanilmis olup karbon kaynagi
olarak sukroz secilmistir. Bu sekilde EPS iiretim miktarlar1 314-442 pg/107 kob arasinda

PO

degistigi tespit edilmisgtir.

Tablo 12. MSBHI Ortaminda Gelistirilen LAB Suslarinin EPS Uretim Seviyeleri

- EPS Uretim Miktari
Ornek kodu (ug/107 kob)
WPS-1 442 +0.02
C-7B 382+0
C-9A 391 £0.01
WPS-11 394 +0.01
C-6A 333 +0.03
WPS-3 314 +0.02
WPS-12 425+ 0.02
C-9C 367 +0.03
WPS-8 334 +0.03

*Her deger {i¢ verinin ortalamasini ifade etmektedir (= STD)
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Sekil 22. LAB suslar tarafindan iiretilen EPS’in iiretim miktarlarinin karsilastirilmasi.

Sekil 22°den goriildiigii iizere test edilen LAB tiirlerinin EPS {iretim miktarlar1 birbirine
yakin bulunmustur. En yiiksek EPS iiretimi Lb. graminis WPS-1 susunda goriiliirken, bu susu
Lb. plantarum WPS-12, Lb. rhamnosus C-9A ve Lb. paracasei WPS-12 suslar1 takip

etmektedir.

Yapilan bir ¢alismada, ¢esitli fermente gidalardan izole edilen Lactobacillus, Weissella
ve Pediococcus cinslerinin EPS iiretimleri arastirilmistir. Analiz sonucunda EPS {iretimleri
250-960 mg/L (ort. 507.05 mg/L) olmustur. Analiz kapsaminda inceledikleri Lb. fermentum
suslarmin 250-600 mg/L arasinda EPS iirettiklerini tespit ederken, Lb. plantarum suslarinin
390-960 mg/L arasinda EPS iiretiklerini tespit etmislerdir (Patel, Prajapati, Holst, & Ljungh,
2014). Yapilan bu ¢alismada ise, LAB suslarinin EPS iiretim miktarlar1 314-442 pg/10” kob
(ort. 378 ng/10” kob) oldugu tespit edilmistir. Ayrica Lb. fermentum C-9C, Lb. plantarum WPS-
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12 ve Lb. plantarum C-6A suslarinda EPS miktarlar1 da sirasiyla 367 pug/10” kob, 425 ng/10’
kob ve 333 nug/107 kob olarak saptanmistir.

Smitinont vd. (1999) yapmis olduklar1 ¢alismada Tayland fermente gidasindan yiiz dort
izolat elde etmistir. Bu izolatlarin EPS iiretimi i¢in dort farkli karbon kaynagi kullanilmig
caligma sonunda sadece yedi izolatin EPS iirettigi ve bunlarin ise siikrozdan tretildigi tespit
etmiglerdir. Dikkat ¢eken husus ise sivi ortamda iki izolatin 0.1 g/L’den daha fazla EPS
tiretmesi olmustur. Bu suslar sirastyla P. pentosaceus AP-1 (6 g/L) ve Pediococcus pentosaceus
AP-3 (2.5 g/L) oldugunu belirtmistir. Bizim ¢alismamizda ise, P. pentasaceus WPS-8 susunun
EPS iiretim miktar1 334 pg/107 kob olup bu calismaya kiyasla, belirtilen iki izolattan diisiik
miktarda EPS iirettigi, diger izolatlardan ise yiiksek miktarda EPS {irettigi saptanmigtir.

Y apilan bagka bir ¢alismada, 4-15 giinliik ¢ocuklarin digkisindan 20 tane laktobasil izole
edilerek EPS iiretim miktarlar1 arastirilmistir. Suslarin EPS iiretim miktarlar1 70-290 mg/L
arasinda degismistir. Test edilen suslar arasinda Lb. fermentum T16-T18-T20, Lb. plantarum
T14-T15-T21, Lb. paracasei T4-T5 suslart bulunmakta olup (Tulumoglu vd., 2013), bizim
calismamizda ise bebek diskisindan izole edilen Lb. fermentum C-9C, Lb plantarum C-6A, Lb.
paracasei C-7B suglar1 yer almaktadir. Yaptigimiz ¢alismamizda, bu suslarin EPS {iretim
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miktarlar1 333-382 pg/10” kob arasinda degistigi tespit edilmistir.

Van Geel-Schutten vd. (1998) yapmis olduklar1 ¢alismada, toplam 182 Lactobacillus
suslarmin yiiksek seker (sakkaroz ya da rafinoz) konsantrasyonuna sahip sivi ortamda EPS
tiretimini arastirmistir. Calisma sonunda 60 pozitif sus elde edilmis olup bu suslarin 17’sinin
100 mg/L’den daha fazla EPS iiretmis oldugu belirlenmistir. Stikrozun ise EPS sentezinde ¢ok
iyi bir substrat oldugunu da vurgulamislardir. Yine baska bir ¢alismada ise Feng, Chen, Li,
Nurgul, & Dong (2012), 13 tane geleneksel fermente gidadan toplam 148 LAB susu izole
etmislerdir. izolatlarin ¢cogununun EPS iirettikleri belirlenmis ancak Lb. plantarum 70810
(HQ259238) EPS iiretim kapasitesinin digerlerine oranla bir hayli yiiksek bulmuslardir (0.859
g/L). Sonug olarak EPS iiretimleri bakteri tiirii hatta susuna, gelistirilen kiiltiir ortamina, karbon
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kaynagina, izolasyon kaynag: gibi faktorlere bagl olarak degistigi gézlenmistir.

Dogan (2017) yaptig1 tez calismasi kapsaminda, Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden
fermente iirlinler toplanmis ve izole edilen tiirlerin probiyotik potansiyelini aragtirmistir. Elde
ettigi izolatlarn EPS iiretim miktar1 degerlendirildiginde kefirden izole ettigi Lb. plantarum
44C-74C-12C suslarindan sirasiyla 34.52 mg/L, 123.1 mg/L ve 41.05 mg/L EPS elde ettigini
rapor etmislerdir. Bu tez ¢alismasinda ise, eksi hamurdan izole edilen Lb. plantarum WPS-12

susunun 425 ng/107 kob EPS iirettigi tespit edilmistir. Yapilan calismaya kiyasla bizim
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caligmamizda ki EPS iiretim miktarinin fazla olmasinin sebebi izolat kaynaginin farkli olmasi

ve sus bazinda farkliliktan kaynaklandig: diigiiniilmektedir.

Antibiyotik Hassasiyetinin Belirlenmesi

Probiyotik LAB tiirli se¢iminde en biiyiik risk faktorlerinden birisi antibiyotik direng
genlerinin bakteriler arasinda aktarma potansiyelidir. Tez ¢ercevesinde Streptomycin (S) 10 pg,
Penicillin G (P) 10 units, Kanamycin (K) 30 pg, Chlomphenicol (C) 30 pg, Erythromycin (E)
15 pg, Tetracyline (TE) 30 ug, Oxytetracyline (T) 30 pg ve Ampicillin (AM) 10 pg gibi farkl
antibiyotiklerin, test edilen LAB suslar {izerine inhibisyon etkisi disk disfiizyon yontemiyle
belirlenmigtir. 37°C’de 24 saatlik inkiibasyonun sonunda kullanilan antibiyotik disklerinin
etrafinda olusan zon ¢aplart mm cinsinden hesaplanarak sonuclar Tablo 13’de verilmistir. Lb.
paracasei C-TB ve Lb. plantarum WPS-12 suglarinin test edilen antibiyotik disklerine karsi
duyarhlik Sekil 23’de verilmistir.

Sekil 23. Lb. paracasei C-7B ve Lb. plantarum WPS-12 suslarinin disk difiizyon yontemi ile
belirlenen antibiyotik hassasiyeti.
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Tablo 13. LAB Suslarinin Antibiyotik Profilleri

S P K C E TE T AM
C9A 2.0+0.1 10.0+0.1 - 11.0+0 10.0+£0.1 9.0+0.1 12.0£0.1 9.0+0
WPS-12 - 13.0£0 - 120+0.1 10.0+£0 14.0+£0.1 6.0+0.1 13.0+0.1
C-9C - 13.0+0.1 - 11.0+£0.1 9.0+0.1 7.0+0.1 70+0.1 15.0+0.1
C-6A - 10.0+0.1 - 8.0+0.1 9.0+£0 5.0£0.1 8.0+0.1 150+0
C-71B - 20.0+0.1 - 12.0+0.1 11.0+0.1 11.0+£0 10.0+£0.1 16.0+0.1
WPS-1 - 15.0+0.1 - 10.0+0.1 13.0+0.1 9.0+0 10.0£0.1 12.0+0.1
WPS-3 - 16.0£0 - 150+0.1 140+0.1 11.0£0.1 140+0.1 12.0+0.1
WPS-8 5.0+0.1 10.0+0.1 - 13.0+0.1 11.0+0 4.0+0.1 6.0+0.1 8.0+0.1
WPS-11 - 11.0£0 - 16.0+£0.1 12.0+£0.1 9.0+0.1 9.0+0.1 16.0+0.1

Degerler mm cinsindendir. S, streptomycin; P, penicillin G; K, kanamycin; C, chloramphenicol; E, erythromycin;
TE, tetracycline; T, oxytetracycline; AM, ampicillin. -, zon yok. Veri iki 6l¢iimiin ortalamasi + standart sapma
(n=2).

Bu c¢alismada eksi hamur ve bebek diskisindan izole edilen LAB suslarmin;
streptomycin, penicillin G, kanamycin, chloramphenicol, erythromycin, tetracycline,
oxytetracycline, ampicillin antibiyotiklerine kars1 duyarliliklar1 test edilmistir. Analiz
sonucunda ise, test edilen tiim suslarin kanamycin kars1 direcli oldugu belirlenirken, Lb.
rhamnosus C-9A ve P. pentosaceus WPS-8 suslar1 digindaki tiim suslarin streptomycine karsi

direngli olduklar1 belirlenmistir (Sekil 24).

i Streptomycin

Kanamycin %7117
100% :

Sekil 24. Suslarm antibiyotik disklerine kars1 gosterdigi direnglilik oranlari.

Charteris vd. (1998) insan ve siit orjinli 46 Lactobacillus tiirii izole ederek 44
antibiyotige kars1 hassasiyetini belirlemislerdir. Bu kapsamda suslarin tamaminin, hiicre duvari
sentezi inhibitorii olan cefoxitin ve aztreonam, protein sentezi inhibitorii olan amikacin,
gentamicin, kanamycin ve streptomycin, niikleik asit sentezi inhibitorii olan norfloxacin,

nalidixic asit, trimetoprim, ko-trimoksazol ve metronidazol, sitoplazmik membran fonksiyonu
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inhibitorii olan polymyxin ve kolistin siilfat da dahil olmak iizere 14 antibiyotige kars1 dire¢li
oldugunu bunlardan bagka, tetracycline, chloramphenicol ve rifampicine kars1 da duyarl
olduklar1 tespit etmislerdir. Yapilan ¢alismada oldugu gibi bizim ¢alismada da, tiim suslarin
streptomycin (Lb. rhamnosus C-9A ve P. pentosaceus WPS-8 hari¢) ve kanamycine direnglilik
gosterdigi, tetracyline ve chloramphenicol karsi tiim LAB suslarinin duyarli olduklar tespit
edilmigtir. Tetracyline kars1 en yiiksek hassasiyeti Lb. plantarum WPS-12 susu gosterirken,
chloramphenicole karsi da en yiiksek hassasiyeti Lb. paracasei WPS-11 susu gostermistir.
Bebek diskisi kaynakli suglarin bahsi gegen antibiyotiklere karsi direglilik géstermesinin nedeni
ise annenin hamilelik siirecinde antibiyotik tedavisi gormiis olabilecedi ihtimali ile

aciklanabilir.

Yapilan bagka bir ¢alismada Misir’in farkli bolgelerinden siit ve farmasotik iiriinleri
toplanarak toplam 244 LAB susu izole edilmistir. Elde edilen LAB izolatlarinin antibiyotiklere
duyarliligi test edilmistir. Lactobacillus suslar1 penicilline kars1 %20.3, ampicilline kars1 %1.4,
streptomycine kars1 %17.4, erytromycine kars1 %58, tetracyline karsi %11.6, chloramphenicole
kars1 %36 direngli oldugu bulunmustur (Gad, Abdel-Hamid, & Farag, 2014). Yapilan calismada
ise, test edilen LAB suslarmin tiimii penicillin, ampicillin, erytromycine, , tetracyline ve
chloramphenicole kars1 hassasiyet gosterirken, Lb. rhamnosus C-9A ve P. pentosaceus WPS-8

suslar disindaki diger suslarin tiimii streptomycine karsi direng gostermistir.

Ashraf, & Smith (2016) probiyotik suslarin karakterize edilmesinin saglik ac¢isindan
onemli oldugunu belirterek yaptiklar1 ¢alismada 17 LAB susunun antibiyotik toleransinin
belirlemislerdir. Disk difiizyon yontemi ile potansiyel probiyotik olan LAB suslarinin
antibiyotik toleransinin taranmasi sonuncunda Lb. rhamnosus G5435’in i¢inde bulundugu
biitiin suslarm ampicillin ve erytromycine kars1 duyarli olduklarini belirlemislerdir. Ayrica test
ettikleri tiirlerin vancomycin ve streptomycine karsi tolerasinin da yaygin olarak goriildiigiine
dikkat ¢cekmislerdir. Bu bulgulara dayanarak toleransin antibiyotik tedavisi sonrasi bagirsak
mikrobiyotasinda kolonizasyonun artirilmasi agisindan suslara fayda saglayacagini da one
stirerek antibiyotik duyarliliginin potansiyel probiyotik bakterilerin segiminde dnemli oldugunu

vurgulamiglardir (Ashraf, & Smith, 2016).

Arici, Bilgin, Sagdic, & Ozdemir (2004) yaptiklar1 arastirmada yeni dogan bebek
diskisindan 21 laktobasil tiirii izole etmislerdir. Belirlenen Lb. rhamnosus, Lb. paracasei, Lb.
fermentum Lb. buchneri, Lactobacillus spp Lb. brevis ve Lb. curvatus tiirlerinin antibiyotik
direngliligini incelemislerdir. Calisma sonunda Lb. rhamnosus suslarinin (IF-1, IF-3, IF-4, IF-
5, IF-6, IF-7) chloramphenicol, erythromycine, penicillin G (P) ve tetracyline kars1 inhibisyon

zon ¢api sirastyla 14-24 mm, 17-22 mm, 13-24 mm, 17-21 mm arasinda belirlemislerdir. Lb.
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paracasei (IF-8, 1IF-9, IF-10, IF-11), suslarmin ise, chloramphenicol , erythromycine ,
penicillin G (P) ve tetracyline kars1 inhibisyon zon ¢api sirastyla 18-21 mm, 19-22mm, 12-15
mm, 17-20 mm bulunmus iken.. Lb. fermentum suslarimin (IF-12, IF-13, IF-14, IF-15),
chloramphenicol, erythromycine, penicillin (P) ve kars1 inhibisyon zon ¢aplari sirasiyla 18-20
mm, 18-23 mm, 17-22 mm, 16-21 mm oldugunu belirlemilerdir. Bu tez ¢alismasinda ise, bebek
diskist kaynakli Lb. rhamnosus C-9A susunun chloramphenicol (30pg), erythromycine (15ng),
penicillin G (P), tetracyline (30ug) inhibisyon zon ¢aplari sirasiyla 1 1mm, 10 mm, 10mm ve 9
mm oldugu, Lb. paracasei C-7B susunun chloramphenicol (30ug), erythromycine (15ug),
penicillin G (P) ve tetracyline (30ug)’e karsi inhibisyon zon ¢ap1 sirasiyla 12 mm, 11 mm, 20
mm, 11mm arasinda oldugu ve son olarakta Lb. fermentum C-9C susunun chloramphenicol
(30png), erythromycine (15ug), penicillin G (P) ve tetracyline (30ug)’e karsi inhibisyon zon
caplari sirasiyla 11mm, 9 mm, 13 mm, 7 mm arasinda oldugu tespit edilmistir. Ayrica yapilan
tiim sugslarin kanamycine kars1 direngli olmasi yapilan bu ¢alisma ile benzerlik gostermektedir.
izolat kaynagimin ayn1 olmas: ayn1 6zellik gdsterecegi anlamina gelmedigi, sus bazinda biiyiik

farklilik goriildiigii yapilan ¢calisma ile gézlenmistir.

Buna benzer bir ¢calismada, yeni dogan bebekten izole edilen Lb. reuteri (3 sus), Lb.
gasseri (3 sus), Lb. acidophilus (2 sus), Lb. rhamnosus (6 sus) ve Lb. paracasei (6 sus) tiirlerinin
gastrointestinal sistemin spesifik kosullarina karsi direngleri incelenmistir. Bu kapsamda
antibiyotik testinde Lb. pacasei suglarinin (DC411,DC412,DC414,DC415,DC416,DC417)
penicillin, streptomycin tertracyline, chloramphenicol ve erythromycine karsi hassasiyet
gosterdigi tespit edilirken Lb. rhamnosus suglarinin (DC424, DC425, DC426, DC427, DC428,
DC429) penicillin, streptomycin tertracyline, chloramphenicol, erythromycine kars1 hassasiyet
gosterdigi tespit edilmistir (Xanthopoulos vd., 2000). Bu ¢alismada test edilen Lb. paracasei C-
7B ve Lb. rhamnosus C-9A suslar1 penicillin G, tertracyline, chloramphenicol ve erythromycine
kars1 hassasiyet gostermis iken, Lb. rhamnosus C-9A susu hari¢ Lb. paracasei C-7B susu

streptomycine karsi direng gostermistir.

Tulumoglu vd. (2013) yaptiklar1 ¢alismada 4-15 giinliikk ¢ocuklarin digkisindan izole
ettigi 20 laktobasil suslarinin 13 antibiyotige karsi duyarliliklar1 arastirilmistir. Antibiyotik
direncinin, potansiyel probiyotik bakterileri tanimlamak i¢in O6n tarama olarak kabul
edilebilecegini ifade ederek caligmalarini bu yonde yapmaislardir. Elde ettigi sonuglara gore, Lb.
paracasei, Lb. plantarum, Lb. fermentum tiirlerinin hepsinin tetracyline, penicillin G,
erythromycin ve ampicilline kars1 hassas olduklarini bildirmislerdir. Bu tez ¢alismasinda ise,
tetracyline, penicillin G, erythromycin ve ampicilline karsi, tiim suslarin duyarl olduklar1 tespit

edilmistir.
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Anne siitii, fonksiyonel 6zelliklere sahip laktik asit bakterisi kaynagidir. Ayni zamanda
da potansiyel probiyotik kaynagi olarak da bilinmektedir. Bu konu ile ilgili yapilan bir
caligmada, anne siitiinden yedi tane Lb. rhamnosus susu izole edilerek probiyotik potansiyelleri
degerlendirilmigtir. Elde edilen sonuglara gore suslarin ¢ogu streptomycin, ampicillin,
kanamycin ve penicilline kars1 direngli oldugu tespit edilmistir (Rajoka vd., 2017). Yapilan bu
calismada ise, yeni dogmus bebek digkisi kaynakli Lb. rhamnosus C-9A susunun, kanamycine

disindaki tiim antibiyotiklere kars1 hassas oldugu tespit edilmistir.

Elde edilen sonuglara bakildiginda bu ¢alismada arastirilan suslarin cogu streptomycine
kars1 yiiksek direng gostermesi ile chloramphenicol, penicillin G ve tetracyline kars1 yiiksek

hassasiyet gostermesi, Wolupeck vd. (2017) yaptig1 calisma ile paralellik gostermektedir.

Antimikrobiyal Etkinin Belirlenmesi

Probiyotik olabilmek i¢cin en Onemli kriterlerden bir tanesi de patojenik
mikroorganizmalarin gelisimlerini inhibe etme 6zelligidir. Bu amagla, S. typhimurium RSSK
95091 (P78), E. coli BC 1402 (P12), B. cereus BC 6830 (P60), Y. enterocolitica ATCC 27729
(P91) ve S. aureus ATCC 25923 (P94) adl1 indikator mikroorganizmalar kullanilarak, suslarin
antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir. Olusan inhibisyon sonuglar1 Tablo 14’de verilmis
olup suslarin ¢ogu indikatér mikroorganizmalar {izerinde antimikrobiyal etkiye sahip oldugu
tespit edilmistir. Yalnizca Lb. rhamnosus C-9A ve Lb. paracasei WPS-11 suslarinin S.

typhimurium tiirline kars1 antimikrobiyal etki gostermedigi belirlenmistir.

Tablo 14. Antimikrobiyal Aktivite Sonuglart

P-12 P-60 P-94 P-91 P-78
Lb. paracasei C-7TB ++ + + + +
Lc. garvieae WPS-3 + + + +
Lb. rhamnosus C-9A + + + -
Lb. paracasei WPS-11 + + + -
P. pentosaceus WPS-8 + + + +
Lb. plantarum C-6A ++ + + + +
Lb. fermentum C-9C ++ + + ++ +
Lb. graminis WPS-1 ++ + + + +
Lb. plantarum WPS-12 + + + + +

* 4+, inhibisyon ¢ap1 1-3 mm; ++, inhibisyon ¢ap1 3-5 mm; -, inhibisyon yok. P-12, E. coli BC 1402; P-60, B.
cereus BC 6830; P-78, S. typhimurium RSSK 95091; P-91, Y. enterocolitica ATCC 27729; P-94, S. aureus ATCC
25923

Akepaer (2015) tez calismas1 kapsaminda, test etti§i Pediococcus cinslerinin E. coli
ATTC 11229, E. coli O157:H7, B. cereus RSKK 863, S. enteritidis ATCC 13076, S. aureus
ATCC 25923 bagirsak patojenlerine karst antimikrobiyal aktivitelerini belirlemistir. P.
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pentosaceus P19 ve C-24 suslar1 B. cereus tiiriine karsi inhibisyon zon ¢ap1 sirasiyla 4.0-4.8
mm olarak tespit etmislerdir. Yapilan tez calismasinda ise, P. pentosaceus WPS-8 susunun B.

cereus tiiriine kars1 inihibisyon ¢ap1 1-3 mm arasinda oldugu gozlenmistir.

Tulumoglu vd. (2013) cocuklarin diskisindan izole ettigi 20 laktobasil susunun E. coli
ATCC 11229, P. aeruginosa ATCC 27853 ve S. aureus ATCC 29213 indikator
mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmeyi amaclamislardir.
Calisma sonunda E. coli tiiriine kars1 Lb. paracasei, Lb. plantarum ve Lb. fermentum tiirlerinin
inhibisyon zon ¢aplari sirasiyla 4.2 — 6.0 mm, 6.0-6.1 mm, 4.0 — 4.2 mm olarak belirlenmistir.
Bu ¢alismada ise, Lb. paracesi C-7B, Lb. plantarum C-6A ve Lb. fermentum C-9C suslarinin
E. coli tiirline kars1 inhibisyon ¢aplarinin 1-3 mm oldugu tespit edilmistir. Bu bulgulara benzer
sekilde, Demirbas vd. (2017) yaymlamis olduklari raporda LAB tiirlerinin bu patojen suslarina

kars1 antimikrobiyel etkilerini tespit etmislerdir.

Venkadesan, & Sumathi (2015)’in ¢alismasinda, fermente gida iiriinlerinde (lor, peynir,
yogurt ) spesifik ortam hazirlanarak totalde 123 LAB susu izole edilmis ve Lb. fermentum, Lb.
bulgaricus, Lb. acidophilus, Lb. plantarum, P. pentosaceus tammlanmistir. izolatlarn
tamaminin disk difiizyon yontemi ile antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir. E. coli
tiirtine kars1 Lb. fermentum 10.8 mm, Lb. plantarum 7.4 mm, P. pentosaceus 10.2 mm oldugunu
bulmuslardir. Yapilan tez ¢alismasinda ise, E. coli tiiriine karst Lb. plantarum WPS-12 ve P.
pentosaceus WPS-8 suslarinda 1-3 mm, Lb. plantarum C-6A ve Lb. fermentum C-9C suslarinda
3-5 mm araliginda inhibisyon tespit edilmistir. S. aureus tiriine kars1 Lb. fermentum 11.6 mm,
Lb. plantarum 8.2 mm ve 11.1 mm oldugu rapor edilirken bu ¢alismada kullanilan suslarin

timii 1-3 mm araliginda tespit edilmistir.

Antifungal Aktivitenin Belirlenmesi

Bir¢ok gidanin tiikketiminde kiif olusumu yasanilan baslica sorunlardan bir tanesi olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Ozellikle firincilik sektdriinde ya da gida kaynakli fermente iiriinlerin
olusumunda antifungal etki gdsteren probiyotik potansiyeline sahip LAB tiirlerinin kullanimi1
biyo-korucuyu olarak énem arz etmektedir. Bu a¢idan eksi hamur kaynakli LAB tiirlerinde
antifungal etkinin gézlemlenmesi teknolojik gelismeleri de beraberinde getirmektedir. Boylece
gida sektoriinde fungal etkiyi durdurabilmek adina kullanilan ingredientlerin kullaniminin
durdurulmast adina da adim atilmis olacaktir. Bu kapsamda eksi hamur ve bebek digkisi kaynak
LAB suglarinin antifungal aktiviteleri P. chrysogemim, B. cinerea, A. parasiticus, F.
oxysogenum, A. niger ve A. alternata’ ya kars1 test edilmistir (Tablo 15 ). A.niger’e kars1 Lb.
plantarum C-6A susunun antifungal etkiye sahip oldugu Sekil 25°de gosterilmistir. Calisma
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sonunca test edilen tiirlerin ¢ogunlukla antifungal etkiye sahip oldugu anlasilirken, P.
chrysogenum’a kars1 Lb. graminis WPS-1 ve Lb. fermentum C-9C suslarinin, 4. niger’e karsi

da Lb. graminis WPS-1 susunun antifungal aktivite gostermedigi tespit edilmistir..

Sekil 25. A. niger’in Lb. plantatum C-6A susuna kars1 anfungal etkisi.

Genel itibariyle potansiyel probiyotik niteligi tasiyan LAB suslarinin, F.oxyporum, P.
chrysogenum, B. cinerea, A. parasiticus ve A. alternata kif tiirlerine kars1 bakteri kolonisi
etrafinda inhibisyonlu bolge agik bir sekilde tespit edilmis olup, spor olusumu gii¢lii oranda

durdurdugu gézlemlenmistir.

Tablo 15. LAB Tiirlerinin Antifungal Aktivite Sonuglar

Fusarium Aspergillus Penicillium Botrytis Aspergillius  Alternaria

oxysporum niger chrysogenum cinerea parasiticus alternata
WPS-1 ++ - - + ++++ +
WPS-3 +4+++ + ++ ++++ ++++ ++++
WPS-8 +++ + + +++ ++++ +++
C-7B ++++ ++ ++ +H++ - -
C-6A -+ ++ +++ ++++ -+ 4+
C-9A -+ + ++ ++++ -+ 4+
C-9C -+ + - - -+ -+
WPS-11 +4+++ ++ + +++ ++++ +
WPS-12 +4+++ ++ ++ ++++ ++++ ++++

* (-)inhibisyon yok, (+) spor olusumunu geciktirmesi, (++) bakteri kolonisi etrafinda kiigiik inhibisyon bdlgesi ile
spor olusumunu geciktirmesi, (+++) bakteri kolonisi etrafinda iyi anlasilir seffat bidlge ile spor olusumunu
geciktirmesi, (++++) bakteri kolonisi etrafinda genis inhibisyon bolgesi ile misel biiyiimesini cok iyi engellemesi

Hassan, & Bullerman (2008), dort farkli eksi hamurdan totalde 116 laktik asit bakterisi
izole ederek bu bakterilerin antifungal aktivitelerini arastirmiglardir. Kiiltiirlerin, P. expansum
tiiriine kars1 ¢ok iyi etki gosterdigini tespit ederken, Lb. paracasei L1 ve L2 suslarinin 4. niger

ve A. paraciticus karsisinda tamamen inhibe olarak gelisemedigini tespit etmislerdir. Yapilan
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bu calismada ise, eksi hamur kaynakli Lb. paracasei WPS-11 susu, A. parasitus ve A. niger

kiiflerine kars1 etki gosterek misel biiyiimesini durdurdugu tespit edilmistir.

Demirbas vd. (2017), eksi hamurdan izole ettikleri LAB tiirlerinin antifungal
aktivitelerini inceledigi calismada, Lb. plantarum ED-1 susunun P. chrysogenum ve A. niger’e
kars1 antifungal aktiviteleri degerlendirmisler ve susun etrafinda kiiciik acik seffaf bolge ile spor
olusumunu geciktirdigini (++) tespit etmislerdir. Yapilan bu ¢alismada ise, eksi hamur bazli Lb.
plantarum WPS-12 susunun P. chrysogenum ve A. niger’e karsi1 bahsi gegen Lb. Plantarum

ED-1 ile ayni 6zellik (++) gosterdigi tespit edilmistir.

Aflatoksin diinya ¢apinda ciddi bir sorun olarak goriilmektedir. Modern tarimda yiiksek
kaliteli ve mikotoksin icermeyen yem maddelerinin kullanmasi gerekmektedir (Gerbaldo,
Barberis, Pascual, Dalcero, & Barberis, 2012). Aflatoksin kontamine oldugu bircok iiriinde
kalite diisiikliigiine sebep olmakla birlikte, saglik acisindan ciddi bir tehlike olusturmaktadir.
Aspergillus cinslerine ait birgok tiirler aflatoksin gibi zehirli fungal bilesikler {iretme
potansiyeline sahiptirler (Kog, Arpaci, Ak, Karatas, & Cotty, 2016). Gidalarin korunmasinda
kimyasal koruyucularin yerine mikroorganizmalarin kullanimi1 son yillarda ciddi oranda 6nem
kazanmistir. Bu baglamda, LAB tiirleri gidalarin biyokorunmasinda cesitli antimikrobiyel
bilesenler tirettigi bilinmektedir. Gerbaldo vd. (2012), Lb rhamnosus 160 ve Lb. fermentum
L23, organik asitler, hidrojen peroksit, bakteriyosin gibi ikincil metabolitlerin {ireticileri
oldugunu 6ne siirmiisler ve bu konuyla ilgili yaptiklar1 ¢alismada, Aspergillus section Flavi
suglari ile laktobasil suslarinin birlikte kiiltiire ederek antifungal aktivitelerini belirlemislerdir.
Calisma sonunda, hem Lb. rhamnosus 160, hem de Lb. fermentum 123 susunun, tiim
aflatoksijenik suslarin gelisimini inhibe ettigi tespit edilmistir. Ayrica Aflatoksin B1 iiretimini
de Lb. rhamnosus L60 susu ile %95.7-99.8, Lb. fermentum 1.23 susu ile de %27.5-100 oraninda
azaldig1 gozlemlenmistir. Bu calismada ise, Lb. graminis WPS-1, hari¢ diger tiim suslarin
Aspergillus cinsinin iiyeleri olan 4. niger tiirlerine kars1 koloni etrafinda kii¢lik inhibisyon
bolgesi ile spor olusumunu geciktirdigi gdzlemlenirken ve A. parasiticus tiirlerini karst misel
biiylimelerini engelleyerek spor olusumunu yok etmesi ile de ¢ok iyi fungusidal etki gosterdigi
sonucu elde edilmistir. Bu durumdan yola c¢ikarak, tez kapsaminda incelenen potansiyel
probiyotik olarak varsayillan LAB suglarinin, yem kontaminantlar1 iizerine iyi bir antifungal

ozellik gosterecegi diisiintilmektedir.

Hiicre Yiizeyi Hidrofobikligi Testi

Bagirsakta peristaltik hareketler sonucu, potansiyel probiyotik mikroorganizmalarin

kay1p gitmemesi i¢in epitelyal yiizeylere yapisarak kolonize olmalar1 gerekmektedir. Bu sayede
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kolona yapisan probiyotikler ortam1 domine ederek patojenlerin kolonizasyonu énlemektedirler
(Fuller, 1989). Bu nedenle probiyotiklerin se¢iminde hiicre yiizeyi hidrofobisitesi onemli
kriterlerden bir tanesi olarak degerlendirilmektedir. Bakterilerin dis hiicre yiizeyini incelemek
adina s1v1 hidrokarbonlar kullanarak bu hiicrelerin afinitesi ile ilgili basit bir kantitatif yontem
tarif edilmistir (Rosenberg, Gutnick, & Rosenberg, 1980). Bu kapsamda, yapilan calismada test
edilen LAB’larin n-hexadecane hidrokarbonuna karsi mikrobiyal adezyonu arastirilmistir.
Hiicre yiizeyi hidrofobikligi, bakteri hiicresine bagl olarak oldukca degiskenlik gosterdigi
tespit edilmekle beraber referans sus Lb. rhamnosus GG (LGG) %13.7°1ik hidrofibiklige sahip

olmustur.

Hidrokarbonlara mikrobiyal yapisma (Microbial adhesion to hydrocarbons- MATH),
genellikle mikroorganizmalarin hiicre yilizeyi hidrofobikliginin bir 6l¢iisii olarak kabul
edilmektedir. Epitel yiizeylere mikrobiyal yapigsma islemi, probiyotik LAB suslarinin membran
ylizeyinin bilesimine bagl karmasik bir siireci nitelendirmektedir. Bu davranis hedef alinan
yiizeyde elekrostatik ve Van der Walls etkilesimlerinin dengesine baghidir. Bu sebeple
elektrostatik etkilesimler, mikroorganizmalarin hidrokarbonlara yapismasinda biiylik rol
oynayabilir. Hidrokarbonlara iyi yapisan suslar, ‘‘hidrofobik’® zayif yapisan suslar
“‘hidrofilik’’ olarak kabul edilmektedir (Busscher, Van de Belt-Gritter, & Van der Mei, 1995).

Eksi hamur ve bebek diskisindan izole edilen LAB suslarmin potansiyel probiyotik
niteliginin belirlenmesi i¢in énemli analizlerden biri olan tutunma testi biitlin LAB suslarina
kars1t uygulanarak, referans probiyotik kiiltiir olan Lb. rhamnosis GG (LGG) kars1 durum
degerlendirilmesi i¢in kullanilmistir. Elde edilen suslarin izolat kaynaklarina gore tutunum
degerlendirmesi Sekil 26’da verilmisken, n-hexadecane hidrokarbonuna tutunmalari, ylizde
olarak hesaplanmis olup elde edilen sonuglar Tablo 16’da verilmistir. Genel itibariyle sonuglar
degerlendirildiginde %3.0-81.2 arasinda yiiksek afinite gdstermeleri, immiin sistem iizerinde
umut verici bir durum olarak goriilmektedir. Bu durum hidrokarbona kars1 yiiksek diizeyde

ilgisi olan suslarin ylizey yapilarinin kompleks oldugu sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir.
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Tablo 16. LAB Suslarinin n-hexadecane Kars1 % Tutunmalart

Sus Kodu n-hexadecane
LGG* 13.7 £ 0.16
WPS-8 81.2 £ 0.10
WPS-11 42.9 + 4.84
WPS-3 437 + 9.19
WPS-1 80.1 £ 5.53
C-9A 25.8 + 3.08
C-7B 45.1 £ 9.16
C-6A 54.1 £ 391
C-9C 30 £+ 2.86
WPS-12 37.3 £ 5.01

(Degerler % tutunma degerleridir. Veriler ii¢ 6l¢iimiin ortalamasi olup standart sapmalar1 degerlerin yaninda
verilmektedir. Spektrofotometrede okunan degerler dikkate alinarak %hidrofobisite hesaplanmistir ) a; referans
sus (L.rhamnosus GG)

Tablo 16’dan goriildiigl lizere, ¢oziicliye kars1 P. pentosaceus WPS-8 ve Lb. graminis
WPS-1 suslarmin tutunma yiizdeleri %81.2 ve %80.1 olarak belirlenmistir. Yapilan analiz
sonucunda eksi hamur kaynakli bu iki sugun tutunma kapasitesinin diger suslara gore daha iyi
oldugundan dolay1 potansiyel probiyotik niteligi tasidigi diisiiniilebilmektedir. Sharma,
Sharma, & Sharma (2016), Kuzeybati Himalayanlarin fermente siit {riinlerini, ticari
uygulamalarda kullanilabilecek, zengin probiyotik potansiyeline sahip izolat kaynagi oldugunu
belirleyerek fermente siit liriinlerinden iki tane LAB susu izole etmistir. P. acidilactici KMO
(KX671557) ve Lb. casei KLL14 (KX774469) suslarinin, diisiik pH toleransi, otoagresgasyon,
hiicre yiizeyi hidrofobikligini test etmistir. Potansiyel probiyotik hiicrelerin o-ksilen, kloroform
ve etil asetata karst hidrofobikliginin in vitro olarak degerlendirilmesi sonucunda, P.
acidilactici KMO0, o-ksilene %380, kloroforma %20 ve etil asetata karsi %30 tutunma
gosterdigini gozlemlemistir. Bu ¢alismada ise, P. pentasaceus WPS-8 susu n-hexadecane karsi
%81.2 adhezyon tespit edilmistir. Her ne kadar sus bazinda farklilik goriilse de, ayni cinslerin
farkli hidrokarbonlara kargi tutunmalarinda benzerlik goriilmiistiir. Bu sonucu desteklemek
adina ilerleyen calismalarda, P. pentosaceus WPS-8 susunun o-ksilen ve diger iki hidrokarbona

kars1 tutunma testi yapilabilir.

Archer, & Halami (2015) yaptig1 bir ¢calismada, insan diskis1 kaynakli Lb. fermentum
tiirlerinin probiyotik 6zellikleri arastirmistir. Bu kapsamda Lb. fermentum 650, 511 ve MCC
2759 suslarin hexadecane’e kars1 %hidrofobistelerinin sirasiyla %2.22, %31.48 ve %41.31
olduklarini tespit etmistir. Bu tez ¢calismasinda ise, disk1 kaynakli Lb. fermentum C-9C susunun
hexadecane karst hidrofobisitesi %3.0 olarak belirlenmistir. Yapilan ¢alismada da goriildigi

lizere ayni tiirlerde sus bazinda 6nemli farkliliklar gérilmiistiir.
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Sekil 26. Farkli kaynaklardan izole edilen suslarin izolat kaynag1 ve suslara gore %tutunma

dagilimlar1 (A; Bebek diskisi, B; Eksi hamur kaynakli suslarin N-hexadecane hidrokarbonuna Tutunma
yiizdeleri verilmektedir. WPS-8; P.pentosaceus, WPS-11; Lb. paracasei, WPS-3; Lc. garvieae, WPS-1; Lb.
graminis, WPS-12; Lb. plantarum, C-9A; Lb. rhamnosus, C-TB; Lb. paracasei, C-6A; Lb. plantarum, C-9C; Lb.
fermentum).

Eksi hamur kaynakli LAB tiirlerinin n-hexadecane ¢oziiciisiine kars1 tutunma ytizdeleri
%37.3-81.2 arasinda degiskenlik gostermektedir. Bu ¢oziiclide en yiiksek hidrofobik 6zellige
P. pentosaceus WPS-8 susu sahip olmakla beraber bu bakteriyi Lb. graminis WPS-1, Lc.
garvieae WPS-3, Lb. paracasei WPS-11 ve Lb. plantarum WPS-12 suslar takip etmektedir.

Bu c¢aligmada, yenidogan diskis1 kaynakli LAB tiirlerinde en yiiksek hidrofobikligi
%54.1 Lb. plantarum C-6A susu gostermistir. Her iki izolasyon kaynagi karsilastirildiginda,
eksi hamur bazli LAB sugslarin daha yiiksek hidrofobisite gostermesi dikkat c¢ekmistir.
Sonuclara bakilarak, bu tez cercevesinde incelenen eksi hamur suslarinin hidrofobisite

yoniinden potansiyel probiyotik olabilecegi diisiiniilebilmektedir.

Geleneksel eksi hamurdan, on alt1i LAB susu izole edilen bagka bir calismada, polar
¢Oziicli olarak n-hexadecane kullanilarak suslarin hidrofobik 6zellikleri arastirilmistir. Calisma
sonunda ise, Lb. plantarum H3a ve Lb. plantarum K3b suslarinin n-hexadecane karsi
hidrofobikligi sirastyla %43 ve %73 olarak tespit edilmistir (Zangeneh, Khaleghi, & Khorrami,
2019). Bu ¢alismada ise, eksi hamur kaynakli Lb. plantarum WPS-12 susunun hidrofobisite
degeri % 37.3 ile yapilan ¢alismadan diisiik bulunmustur. Bu durum test edilen suslarin, tiirleri
ayni olmasma ragmen yapisma Ozelliklerinin farkli olmasi ylizey yapilarinin kompleks

oldugunu gostermektedir.

Kirjavainen vd. (1998), yeni dogan bebeklerden ve yetiskin bireylerin digsk1 6rneklerinde
izolasyon yapmis ve probiyotik iirtinlerdeki laktobasillerin ¢gogunun insan bagirsak mukozasina
yapistigini gézlemlemislerdir. Bu ¢alismalarinin sonunda, Lb. GG %22-30, Lb. paracasei F19

%?2 oraninda adhezyon oOzelligi gosterdigini tespit etmiglerdir. Ayrica suslarin bazilarinda,

70



bebek yas gruplarina bagl olarak 6énemli farkliliklarda gozlenmistir. Bu tez calismasinda ise,
Lb. paracasei C-7B susunun % 45.1 oraninda adhezyon gosterdigi tespit edilmistir. Elde edilen
bulgulara dayanarak probiyotik veya fonksiyonel gida formiilasyonlarinda segilen probiyotik

susun hedef yas grubu a¢isindan kritik 6nem tasidigina dikkat edilmesi gerekmektedir.

Yapilan bagka bir ¢alismada Duary, Rajput, Batish, & Grover (2011) adl1 arastirmacilar,
manda siitli(1), peynir(1) ve insan diskis1 (5) olmak lizere {i¢ farkli kaynaktan 7 Lactobacillus
izolat1 elde ederek, bu izolatlarin iki farkli hidrokarbona yapisma metodu ile suslarmn
hidrofobikligini degerlendirmislerdir. Test edilen fekal izolatlardan olan Lb. plantarum Lp91
susunun maksimum yiizde hidrofobikligi gosterdigini tespit etmislerdir (n-hexadecane; %35.73
+ 0,40). Diger Lb. plantarum Lp72, Lb. plantarum Lp75, Lb. plantarum Lp77, Lb. plantarum
Lp90 suslar ise sirasiyla %31.66, %27.40, %28.13, %25.06, %35.73 seklinde hiicre yiizeyi
hidrofobikligi belirlenmistir. Bu ¢alisma da ise, Lb. plantarum C-6A (yeni dogan diskisi
kaynakli) %54.1, Lb. plantarum WPS-12 (eksi hamur) susu ise, %37.3 olarak tespit edilmistir.

Benzer baska bir ¢alismada ise, manda siitiinden Lb. plantarum Lp9 susu izole edilmis
ve bu susun hidrofobikligi n-hexadecane karsi test edilerek, ¢alisma sonunda bu susun
hidrofobisitesinin %37.7 oldugu bildirilmistir (Kaushik vd., 2009). Yapilan tez calismasinda
ise, Lb. plantarum WPS-12 susunun %37.3 oraninda hidrofobikligi, bu caligsmayla benzer

bulunmustur.

Angmo vd. (2016), Ladakh iceceginden 25 LAB susu izole ederek in vitro sartlar altinda
bu LAB suslarinin potansiyel probiyotik 6zelliklerini incelemislerdir. Calisma sonunda %
hidrofobisiteleri sirasiyla Lb. plantarum 40,52,55,84 ve Lb. fermentum 72 izolatlar1 sirasiyla
%26.96, %38.90, %30.47 , %35.74 ve %44.74 olarak tespit edilmis iken yapilan bu ¢alismada,
Lb. plantarum WPS-12 ve C-6A suslarinin tutunmalar sirastyla %37.3 ve %54.1 bulunmustur.

Schillinger, Guigas, & Holzapfel (2005) yaptiklari in vitro ¢alismada, probiyotik benzeri
yogurtlardan izole ettigi Lactobacillus suglarinin hiicre yiizeyi hidrofobikligini arastirmiglardir.
Bu sebeple n-hexadecane ¢oziiciisii kullanilmis ve ¢alisma sonunda Lb. paracasei BFE 688
susunun %44, Lb. paracasei 742 susunun %41 oraninda hidrofobisite 6zellik gosterdigini tespit
etmislerdir. Yapilan tez calismasinda ise, Lb. paracasei WPS-11 ve C-7B suslar1 n-hexadecane
kars1 sirasiyla %42.9 ve %45.1 oraninda tutunum gostermistir. Yapilan ¢alisma sonunda elde

edilen veriler bu tez ¢aligmasini desteklemektedir.

Hiicre yiizeyi hidrofobikligi, hidrokarbonlara yapisma kapasitesi ile sindirim sistemi
boyunca epitelyuma yapisma yetenegini belirlemektedir (Kos vd., 2003). Yapilan bir
calismada, Lb. acidophilus 1.92’nin hidrofobik/hidrofilik hiicre yiizeyi o6zelligini
degerlendirmek adina iki probiyotik (Lb. plantarum L4 ve E. faecium L3) MATH metoduna
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gore karsilastirmasi yapilmistir. Analiz sonucunda ise bu arastirmacilar, Lb. plantarum 14 susu,
ksilene karst %6.52, kloroforma karsi %47.03 ve etil asetata karsi %18.31°lik tutunma
gosterdigini tespit etmistir. Ayrica tim suslarin kloroforma karsi giiclii bir afinite 6zellik
gosterdigi bildirilmistir (Kos vd., 2003). Bu ¢alismada ise, n-hexadecane ¢oziiciine karst Lb.
plantarum suslar1 %37-54 oranindaki tespit ile edilmistir. Calisma kapsaminda test edilen
suslarin n-hexadecane ¢oziiciisiine karsi tutunma yiizdeleri ile bahsedilen ¢alismadaki suglarin
kloroforma kars1 tutunma yiizdeleri arasinda benzerlik goriilmektedir. Ayni tiirlerin farkl iki
¢dziiciiye olan ilginin benzerlik gostermesi merak uyandirmaktadir. ilerleyen asamalarda test

edilen suslarin kloroforma olan ilgisi test edilebilir.

Seddik, Bendali, Cudennec, & Drider (2017) yaptiklar1 ¢alismada Cezayir’in kuzeyinde
bir sehir olan Benjaia hastanesinden bebek ve yetiskin diskisindan izole ettikleri 67
Lactobacillus izolatinin, hiicre yiizeyi Ozelliklerinin belirlenmesi adina otoagregasyon ve
hidrofobikligi taranmustir. Izolatlardan olan Lb. plantarum P251b1 ve Lb. plantarum P981bl
suslarinin %hidrofobisiteleri sirasyla %51.33 ve %59.7 olarak belirlenmistir. Yapilan bu
calismada ise, Lb. plantarum WPS-12 ve C-6A suslarinin %hidrofobisiteleri %37-54 arasinda
degismektedir. Hidrofobik 6zellik bu suslarin aday probiyotik olabilirligi acisindan 6nemli
onemli hale getirmektedir. Benzer olarak Vizoso Pinto vd. (2007), cocuk digskisindan izole ettigi
Lb. plantarum ve Lb. johnsonii tlirlerinin in vitro olarak inceledigi ¢alismada, kontrol olarak
Lb. hamnosus GG susu kullanilmis olup, test ettigi Lb. plantarum BFE1684, BFE 1685 suslari
apolar ¢oziicii olan n-hexadecane ¢oziiciisli iginde sirasiyla %60.8 ile %67.6’lik tutunma
gosterdigini tespit ederken kontrol Lb. rhamnosus GG susunun %18.5’lik tutunma gosterdigini
tespit etmistir. Bu ¢alismada ise, bebek diskisindan izole edilen Lb. plantarum C-6A susu n-
hexadecane karsi %54.1’lik adehesiv etki gosterirken kontrol olan Lb. rhamnosus GG
%13.7’lik tutunma gostermistir. Kisacasi elde edilen bulgular yapilan calisma ile benzerlik

gostermektedir.

Yapilan baska bir calismada, Kore’de saglikli bebek digskisindan izole edilen
Lactobacillus sp. ve Leuconostoc sp. izolatlarinin hidrofobik 6zellikleri arastirilmis ve ¢ogu
susun %90°1n lizerinde yiiksek bir hidrofobisite (n-hexadecane) gosterdigi ortaya koyulmustur.
(J1, Jang, & Kim, 2015). Bizim ¢alisma da ise bebek diskis1 kaynakli Lactobacillus tiirlerinin
%hidrofobisitesi en yiiksek %54 bulunmustur Tez kapsaminda incelenen diger bir izolasyon
kaynag1 olan eksi hamur suslarindan, n-hexadecane karsi1 gosterilmis en yiiksek deger %81.2
ile P. pentosaceus WPS-8 susu olmustur. Bu durum fermente iirlinlerden izole edilen LAB

tiirlerinin hiicre yiizeyi interaksiyonunda genetik agidan farklilik oldugunu gostermektedir.
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Tez kapsaminda probiyotik 6zelligi arastirilan suslardan biri (L.fermentum C-9C)
onemsenmeyecek kadar diisiik adhezyon gosterirken, bes sus (Lc. garvieae WPS-3, Lb.
rhamnosus C-9A, Lb. paracasei C-71B, WPS-11 ve Lb. plantarum WPS-12) orta derecede, ii¢
sus (Lb. graminis WPS-1, P. pentosaceus WPS-8 ve Lb. plantarum C-6A) giiclii adhesiv 6zellik
gostermistir. Genel olarak hiicre yilizeyi hidrofobikliginin tiirler ve suslar arasinda farkliliklar

gosterdigi tespit edilmistir.

LAB Suslarinin HT-29 insan Epitelyum Hiicrelerine Tutunumu

Bagirsaklara ulagsan probiyotik mikroorganizmalarin bagirsak epiteline yapismasi
kolonizasyon i¢in 6n kosul olarak goériilmektedir. Mikroorganizmalarin peristaltik hareketlerle
kolondan ¢ikmamasi i¢in mukozaya yapigmasi gerekmektedir (Nueno-Palop, & Narbad, 2011).
Dolayisiyla probiyotik mikroorganizma sec¢iminde epitel yiizeylere giiclii tutunma gosteren
suglarin olmasina 6zen gosterilmesi gerekmektedir. Tez kapsaminda incelenen 9 LAB suslari,
HT-29 bagirsak epitel hiicrelerine yapisabilmeleri agisindan arastirilmistir. Ayrica referans sus
olarak ta Lb. rhamnosus GG susu kulanilmistir. Tablo 17°de gosterildigi gibi Lb. paracasei C-
7B susu %9.54 ile HT-29 hiicrelerine karst en yiiksek tutunma 6zelligi gostermistir. Bu
bakteriyi Lc. garvieae WPS-3 (%7.44), Lb. rhamnosus C-9A (%3.18), Lb. paracasei WPS-11
(%2.90) ve Lb. plantarum C-6A (%2.80) suslar1 takip etmektedir. Test edilen suslarda en diisiik
tutunmayi ise, Lb. fermentum C-9C (9%0.29) susu gostermektedir. Sekil 27°de goriildigii lizere
tez cercevesinde kullanilan suslarin yiizde tutunum oranlar1 degerlendirildiginde en yiiksek

tutunmay1 Lb. paracasei C-7B susunun gosterdigi tespit edilmistir.

Tablo 17 . LAB Suglarinn Insan Bagirsak Epitel HT- 29 Hiicrelerine Tutunma Yetenegi

Sus % Tutunma
C-6A 2.80+0.041
C-9A 3.18+0.59
C-7B 9.54+1.70
C-9C 0.29+0.04
LGG* 18.88 £ 0.44
WPS-1 1.82+£0.16
WPS-3 7.44+£0.27
WPS-8 2.26 +0.01
WPS-11 2.90+0.04
WPS-12 0.41+0.04

*ortalama + standart sapma (n=2) , a; referans sus (Lb. rhamnosus GG)
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Yapilan ¢alismalar sonucunda Lactobacillus cinslerinin mukus salgilayan hiicre
hatlarna protein araciligiyla baglandig: bildirilmistir (Coconnier, Klaenhammer, Kerneis,
Bernet, & Servin, 1992). Bu baglamda yapilan bir ¢alismada Vizoso Pinto vd. (2007), bebek
feceslerinden Lb. plantarum BFE 1685, BFE 1685 ve Lb. johnsonii BFE 6128, BFE 6154
suslarmi izole etmislerdir. Identifiye ettigi bu suslar1, probiyotik olarak bilinen Lb. rhamnosus
GG susu ile HT-29 insan epitel hiicrelerine tutunmasini incelemisglerdir. Calisma sonunda HT-
29 hiicrelerine, Lb. rhamnosus GG, Lb. plantarum BFE 1684, BFE 1685 suslar sirastyla
%33.85, %45.9 ve %69.1 oraninda tutunma gostermistir ve Lb. plantarum suslariin kontrol
susa gore daha yiiksek tutunma gosterdigi tespit edilmistir. Bu tez calismasinda ise, referans
sus olan Lb. rhamnosus GG ve diski kaynakli Lb. plantarum C-6A susu HT-29 hiicrelerine
sirasiyla %18.88 ve 9%2.80’lik tutunma gosterdigi tespit edilmistir.

Lim, & Im (2009), dongchimi, kimchi gibi geleneksel Kore’deki fermente gidalardan
izole ettigi LAB suslarinin probiyotik potansiyellerini incelemek amaciyla suslarin asit ve safra
direnci ile CaCo-2 ve HT-29 hiicrelerine karsi tutunmalarini belirlemek igin bahsi gecen
analizlere tabi tutmuslardir. Analiz sonucunda KC-21, KC-43, MJ 54 ve SP-33 suslari, HT-29
hiicrelerine kars1 %20-50 arasinda tutunum gosterdigi tespit edilmistir. Fenotipik 6zelliklere ve
cesitli sekerlerin  kullanimima bagli olarak KC-21 susunu Lb. plantarum olarak
tanimlamiglardir. Yapilan bu calismada ise, Lb. plantarum WPS-12 susunun HT-29 hiicrelerine

%0.41 oraninda tutunum gosterdigi tespit edilmistir.

20 18,88
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<
E 16 L.rhamnosus C-9A
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= L.fermentum C-9C
= 12
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c\ 10 9,—F4
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Sekil 27. LAB suslarinin HT-29 hiicre hattina tutunum sonuglari.

Calisma kapsaminda test edilen suslarin tutunma kapasiteleri degerlendirildiginde,
HT-29 hiicre hattina; eksi hamur suslarindan en yiiksek tutunumu %7.44 ile Lc. gravieae WPS-

3 susu gosterirken, en diisiik tutunumu %0.41 ile Lb. plantarum WPS-12 susu gostermistir.
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Yeni dogan digkisi suslarindan ise en yiiksek tutunumu %9.54 ile Lb. paracasei C-7B susu, en

diisiik tutunumu ise %0.29 ile Lb. fermentum C-9C susu gostermistir.

Insan digkis1 da dahil olmak {izere farkli kaynaklardan izole edilen 7 Lactobacillus
suglarinin HT-29 hiicrelerine tutunumlariin belirlenmesinin amaglandigi ¢calisma Duary vd.
(2011) tarafindan hiicre kiiltiirii metoduyla gerceklestirilmistir. Calisma sonunda en yiliksek
tutunma gosteren L. plantarum Lp91 susunun HT-29 hiicre hattina %12.8’lik bir tutunma
gosterdigi tespit edilmistir. Bu ¢alismada ise diski kaynakli Lb. plantarum C-6A susu HT-29

hiicre kiiltiiriine kars1 %2.80’lik canlilik sergilemistir.

Wang vd. (2014), bebek digkis1 ve geleneksel tirtinlerden toplam 138 Lactobacillus susu
izole ederek iclerinden sectikleri 10 susun anti-proliferatif uyguladigini tespit etmislerdir.
Sectikleri suslarin HT-29 hiicrelerine karsi tutunma kapasitelerini incelemislerdir. Calisma
sonunda test ettikleri suslarin %28-94 oraninda tutunum gergeklestirdiklerini belirlemislerdir.
Yapilan bu g¢alisma da ise, eksi hamur ve bebek diskis1 kaynakli Lactobacillus tiirlerinin,

%0.29-9.54 tutunum gostermeleri ile yapilan ¢calismaya kiyasla diisiik bulundugu belirlenmistir.

Schillinger vd. (2005) yapmus olduklar1 in vitro calismada, 18 LAB susun mukus
salgilayan bagirsak epitel hiicrelerine (HT-29 MTX) tutunumlarim1 degerlendirmislerdir. Bu
sebeple kullanilan HT-29 MTX hiicre hattina karsi, referans sus Lb. rhamnosus GG de dahil
olmak tizere Lb. paracasei tiirlerinin %20-40 arasinda bir tutunma gosterdigi tespit edilmistir.
Yapilan bu ¢calismada ise, Lb. paracasei tiirlerinden elde edilen bulgular, Schillinger vd. (2005)

tarafindan yapilan ¢alismadan bir hayli diisiik bulunmustur.

Mathara vd. (2008), geleneksel iiriinden izole edilen 23 Lactobacillus susunun
fonksiyonel 6zelliklerini inceledigi ¢alismada, mukus salgilayan HT-29 MTX hiicre hattinda
Lb. rhamnosus BFE 5264 susunun %62’lik bir tutunma gosterdigini tespit ederken, Lb.
paracasei BFE susunun %42°1ik bir tutunum gosterdigini tespit etmislerdir. Bu ¢alisma da ise,
Lb. rhamnosus BFE 5264 ve Lb. paracasei BFE suslarinin ¢alismada kullanilan Lb. paracasei

WPS-12 ve C-7B suslarinin tutunum yiizdeleri yliksek oldugu tespit edilmistir.

Lee vd. (2011), Kimchi’den izole ettikleri Lactobacillus suslarmin fonksiyonel
Ozelliklerini arastirmayr amacglamiglardir. Bu kapsamda 11 tane Lb. sakei ve 1 tane Lb.
plantarum tiirin tanistm  yapmuslardir. Identifiye ettigi suslarin HT-29 bagirsak epitel
hiicrelerine karsi tutunumlarini incelemisler ve referans sus olarak da Lb. rhamnosus GG
kullanmiglardir. Calisma sonunda Lb. plantarum NR74 susunun HT-29 kolon hiicrelerine %6.9

oraninda tutundugunu rapor etmislerdir. Yapilan tez ¢alismasinda ise, Lb. plantarum C-6A ve
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WPS-12 suglart HT-29 hiicrelerine sirasiyla %2.80 ve %0.29 oraninda tutunum gosterdigi tespit
edilmistir. Elde edilen sonuclar Lee vd. (2011)’1n yaptig1 calismaya kiyasla diisiik bulunmustur.

Tuomola, & Salminen (1998) in vitro modelleme ile 12 farkli Lactobacillus susunun
Caco-2 hiicre hattina tutunmalar1 incelemislerdir. Caco-2 hiicre hattina, insan diskis1 kaynakli
Lb. rhamnosus tlirliniin tutunma kapasitesinin %7.2 oldugu tespit edilmistir. Bu ¢calismada ise,

diski kaynakli Lb. rhamnosus C-9A susu %3.18 oraninda tutunum gostermistir.

Yapilan bir ¢alismada Wang vd. (2008), farkli kiiltiir koleksiyonlarindan izolat elde
ederek ¢aligmalarin yiiriitmiislerdir. Bu kapsamda temin ettikleri Lb. reuteri, Lb. johnsonii, Lb.
gasseri, Lb. acidophilus, Lb. rhamnosus, Lb. bulgaricus ve Lb. plantarum tirlerini ilgili
besiyerinde (MRS Broth) gelistirerek bu tiirlerin  HT-29 hiicrelerine tutunumlarini
degerlendirmislerdir. Calisma sonunda Lactobacillus tiirlerinin HT-29 hiicre kiiltiiriine ne kadar
tutundugunu yiizde cinsinden ifade etmislerdir. Yaptiklar1 calismada en yiiksek tutunmayi
%21.30 ile Lb. reuteri JCM 1081 susu gosterirken en diisiik tutunmayi ise %3.30 ile Lb.
acidophilus 1.1878 susunun gosterdigini tespit etmislerdir. Ayrica Lb. rhamnosus 1.120
susunun %13.78 oraninda tutundugunu, Lb. plantarum 6003 susunun ise, %6.14 oraninda
tutundugunu saptamislardir. Yapilan bu tez ¢alismasinda ise, Lb. rhamnosus C-9A susu %3.18,
Lb. plantarum WPS-12 ve C-6A suslar sirasiyla %0.41 ve %2.80 oraninda tutundugu tespit

edilmistir.

Diisiik pH ve Safra Tuzu Toleransinin Belirlenmesi

Potansiyel probiyotik suslarin degerlendirilmesinde bir diger onemli kriterde susun
diisiik pH ve safra tuzuna karsi toleransli olmasidir. Test edilen suslar ve kontrol probiyotik
referans sus olan L. rhamnosus GG, %1 olacak sekilde MRS broth besiyerinde inokiile edilerek
0.4.8. ve 24. saatlik maruziyetin ardindan hayatta kalma oranlarmin tespiti i¢in
spektrofotometrede 6l¢lim yapilmistir. Siirenin artmasina bagl olarak optikal yogunlukta ve
canlilikta ciddi diisiisler goriilmektedir. 24 saatlik inkiibasyonun sonunda, pH 4’de %1.5, %0.3
safra tuzunda ise, %35.1’e kadar canlilikta azalma goriilmiistiir. pH 4’de en diislik hiicre
canlilig1 %1.5 ile P. pentosaceus WPS-8 susunda, en yiiksek canli bakteri sayis1 %85.7 ile Lb.
fermentum C-9C susunda tespit edilmistir. N-hexadecane ¢oziiciine karst yiiksek tutunma
gosteren P. pentosaceus WPS-8 susunun pH 4 degerinde zayif direng, diisiikk hidrofobisite
ozellik gosteren Lb. fermentum C-9C susunun ise, diigiik pH’ya kars1 yliksek canlilik gosterdigi
gozlenmistir. %0.3’liik safra tuzuna karsi, en diisiik direnglilik %35.11 ile Lb. rhamnosus C-
9A, en yliksek direcliligi ise, %91.49 ile Lb. fermentum C-9C susu gostermistir. Bu bakteriyi
Lb. plantarum WPS-12 (%84.10), Lb. planatrum C-6A (%82.16), Lb. paracasei WPS-11

(%80.06) suslart takip etmektedir. Bu sonug, %0.3 safra tuzunun bu suslarin canliligini
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etkilemedigini gostermektedir. Diisiik pH ve safra tuzuna karsi direng spektrofotometrik
metodla belirlenmis olup Tablo 18’de ODsoo nm dalga boyunda okunan degerler verilmektdir.
Sekil 28 ve 30°da ise test edilen suslarin sirastyla pH 4 ve %0.3 safra tuzu konsatrasyonunda
24 saatlik inkiibasyon periyodunda biliyiime egrileri gosterilmektedir. Referans olarak
kullanilan L. rhamnosus GG’nin pH 4’de 24 saatlik inkiibasyon sonunda %5.16 canlilik
gosterirken, % 0.3 safra tuzunda %55.49 canlilik gosterdigi tespit edilmistir.

Tablo 18. LAB Suslarinin pH 4 ve %0.3 Safra Tuzundaki Tolerans Sonuglari

0. saat 4. saat
Kontrol Safra pH Kontrol Safra pH
WPS-11 0 0.008+0.01  0.008+0.01 0.076+0.01  0.041+0.01 0.008+0
C-7B 0 0.006+0.01  0.025+0.04 0.173+0 0.016+0 0.007+0
LGG 0 0.009+0.01  0.027+0.04 0.155+0 0.012+0 0.005+0
WPS-12 0 0.002 =0 0.040+0.05  0.170+0.01 0.029+0 0.014+0.01
WPS-8 0 0.001 +0 0.032+0.04  0.12340.01 0.008+0 0.002+0
C-9A 0 0.002 +0 0.030+0.04  0.199+0.01 0.030+0 0.016+0
WPS-1 0 0.005 +£0 0.030+0.04  0.162+0.01 0.014+0 0.007+0
C-9C 0 0.002 +0 0.032+0.04  0.270+0.01  0.053+0.01 0.014+0
WPS-3 0 0.008 +0 0.034+£0.04  0.386+0.01 0.019+0.01 0.007+0
C-6A 0 0.001£0 0.031£0.04  0.224+0.01 0.064+0 0.012+0
8. saat 24. saat
Kontrol Safra pH Kontrol Safra pH
WPS-11 0.798+0.03  0.420+0.04 0.013 +0 1.219+£0.03 0.976 +0.11 0.216+0.01
C-7B 0.403+0.01  0.100+0.01 0.094 +0 1.057+0.34 0.622+0.15 0.423+0.00
LGG 0.340+0.01 0.06 £0.01 0.083 +0 1.182+0.15 0.656 £0.11 0.061+0
WPS-12 0.682+0.02  0.327+0.02 0.093 +0 1.120+0.04 0.941 £0.02 0.263+0.04
WPS-8 0.058+0.01  0.042+0.01 0.079+0  0.866+0.03 0.416+0.03 0.013+0
C-9A 0.637£0.03  0.12340.01 0.113+0 1.105+0.19 0.388+0.06 0.512+0.15
WPS-1 0.525+0.02  0.094+0.01 0.084+0  0.925+0.02 0.357+0.01 0.028+0.01
C-9C 0.849+0.08  0.442+0.01 0.139 +0 1.105+0.05 1.011+0.08 0.947+0.06
WPS-3 0.526+0.004  0.261+0.01 0.079+0  0.573+£0.02 0.428 +0.07 0.012+0
C-6A 0.883+0.014 0.625+0 0.112 +0 1.290+£0.05 1.069 £0.06 0.513+0.02

* Kontrol,( MRS Broth); Safra, (MRS Broth+%0.3 safra tuzu), pH, (pH 4’e ayarlanmig MRS Broth)ortamlarinda
gelistirilen kiiltiirlerin spektrofotometrede OD600 nm dalga boyunda 0.4.8. ve 24. saatte okunan degerler tabloda
verilmektedir. Veriler li¢ 6l¢iimiin ortalamasi olup standart sapmalar degerlerin yaninda verilmektedir (n=3)

Tablo 18’den goriildiigii iizere test edilen LAB suslarin pH 4’de 24 saatlik inkiibasyon
sonunda canliliklarinda 6nemli oranda diislis goriilmiistiir. Bu calismaya benzer olarak
Klingberg, Axelsson, Naterstad, Elsser, & Budde (2005) yapmis olduklar1 ¢alismalarda, pH
2.5’de test edilen suslarin canliliklarin1 6nemli 6lgiide kaybettiklerini bildirmistir. Rapor edilen

bu sonug, bizim ¢alismamizi desteklemektedir.
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Sekil 28. pH 4’de suslarin farkli siirelerde, OD 00 nm dalga boyunda okunan absorbans
degerleri.

Sekil 28’den goriildiigli lizere Lb. paracasei WPS-11 susunda, ilk 8 saat boyunca
anlamli derecede gelisme goriilmezken, diger izoatlarda ise ilk 4 saat boyunca gelisme
gozlemlenmemistir. 8. saat sonunda suslarin geneli biiylime egrisinde artis gosterirken Lc.
garvieae WPS-3 ve LGG susunda diisiis tespit edilmistir. Analiz sonucunda pH 4’de 24 saatlik
inkiibasyon sonunca en yiiksek artis1 Lb. fermentum C-9C susu gosterirken, Lc. garvieae WPS-
3 susu en az artis gosteren sus oldugu tespit edilmistir. Genel itibariyle sonuglar
degerlendirildiginde pH 4’de 24 saatlik inkiibasyon periyodu sonunda eksi hamur izolatlarinin
bebek digkisi kaynakli izolatlardan daha hassas oldugu saptanmistir. Asidik ortamda bakteri
hiicrelerinin biiyiik ¢ogunlugunun hasar gordiigii ve inkiibasyon siiresinin artmasiyla birlikte
kismi olarak zarar goren hiicrelerin canliliklarinda az da olsa artis gézlemlenmistir. Bakterilerin

pH 4’te canlilig1 kontrole gore kiyaslanmis olup Sekil 29°da %canliliklar verilmektedir.
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Sekil 29. LAB suglarimin pH 4'de 24 saatlik inkiibasyon sonucunda elde edilen %canlilik

sonuclar1 (%Canlilik: OD,/ OD; x100, OD;; 24 saat sonra okunan kontroliin OD degeri, OD»; 24 saat sonra pH
4’te okunan OD degeri).

Test edilen suslarda % canlilik en yiiksek %85.7 ile Lb. fermentum C-9C susunun
oldugu tespit edilmistir. Bu bakteriyi ise Lb. rhamnosus C-9A (%46.33) ve Lb. paracasei C-7B
suslar1 (%40.01) takip etmektedir. pH 4’te yiiksek direncliligi bebek diskist kaynakli suslarin
olmasi dikkat gekmektedir. Ayrica bu durum, ilgili suslarin gastrik sartlarda canli kalabilecegini

diistindiirmektedir.

Yapilan bir ¢alismada arastirmacilar, saglikli insan digkilarindan yedi potansiyel LAB
susu izole edilerek bu suslarin asit ve safra toleransini degerlendirmislerdir. LAB suslari
arasinda bulunan Lb. fermentum F53 susunda, pH 2’de 2 saatlik bir inkiibasyonun sonunda
%69.87’1lik bir canlilik gbzlemlenmistir (Pereira, & Gibson, 2002a). Bu tez calismasinda ise,
yenidogan diskis1 kaynakli Lb. fermentum C-9C susu pH 4’de 24 saatlik bir inkiibasyon
stirecinden sonra %85.70’ik bir canlilik oldugu tespit edilmistir. Uzun bir inkiibasyon
periyodundan sonra yiiksek canlilik gosteren bu susun potansiyel probiyotik niteligi tasidigi

diistiniilmektedir.

Huang vd. (2013), kefir tanelerinden izole ettikleri suslar1 molekiiler metodlarla
tanimlayarak Lb. plantarum Lp09 ve Lb. plantarum Lp45 suslarini elde etmisler ve bu suslarin
probiyotik olabilecegini varsayarak karakterizasyonlarini yapmayi amacglamislardir. Analiz
sonucunda, Lb. plantrum Lp09, Lb. plantarum Lp45 ve referans sus Lb. plantarum ATCC 8014
suslarinda, pH 3°te 3 saatlik inkiibasyon sonunda sirasiyla %62.39, %52.40 ve %50.76 canlilik
oldugu gozlemlenmistir. Yapilan bu calisma da ise, Lb. plantarum WPS-12, Lb. plantarum C-
6A suslari, pH 4’de 24 saatlik inkiibasyon sonunda sirasiyla, %23.48, 9%39.76 olarak
kaydedilmistir.
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Sekil 30. %0.3 Safra tuzu konsantrasyonunda suslarin farkli stirelerde, ODsoo nm dalga boyunda
okunan absorbans degerleri.

Probiyotik mikroorganizma se¢iminde dikkat edilmesi gereken hususlardan birisi de,
safra tuzu konsatrasyonunda bakteri hiicresinin zarar gormeyerek canli kalabilmesidir.
Dolayisiyla probiyotik olabilecegi Ongoriilen suslarin belirli saat araliginda %0.3 safra
konsatrasyonundaki canlilig1r incelenmis ve en ¢ok artist Lb. plantarum C-6A susunun
gosterdigi tespit edilmistir. Lb. plantarum susunu, Lb. fermentum C-9C ve Lb. paracasei WPS-
11 suslar takip etmistir. Genel olarak safra konstrasyonunda, test edilen suslarin yiliksek oranda
canli kalabildigi ve 24 saatlik inkiibasyonda iireme gosterdigi saptanmistir. Bu durumdan yola
cikarak test edilen suslarin intestinal s1vida canli kalabilme potansiyelinin yiiksek olabilecegi
diisiiniilmektedir. Tez kapsaminda incelenen suslarin %0.3 safra tuzu konsantrasyonundaki
canli kalabilme yiizdeleri kontrole gore kiyaslanmis olup elde edilen veriler Sekil 31°de

gosterilmektedir.

Yapilan bir calismada, Lb. plantarum P251bl susu, %0.3 safra konsantrasyonundaki
direnci test edilmistir. Calismada sonucunda P251b1 izolat1 baslangigta 8 logkob/mL iken, 4
saatlik inkiibasyondan sonra 7.78 logkob/mL’ye diiserek %97 canlilik gdstermistir (Seddik vd.,
2017). Yapilan bu calismada ise Lb. plantarum suslarinda ilk 4 saatte OD degerinde bir yiikselis
meydana gelmemistir. 24 saatlik inkiibasyonun sonunda incelenen Lb. plantarum suslarinda

%S355 ile %82’lik bir canlilik gosterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 31. LAB suslarmin %0.3 safra tuzu konstrasyonunda 24 saatlik inkiibasyon sonucunda

elde edilen %canlilik sonuglar1 (%Canlilik: OD,/ OD; x100, OD;; 24 saat sonra okunan kontroliin OD
degeri, ODy; 24 saat sonra %0.3 safra tuzunda okunan OD degeri).

24 h sonra %0.3 Safra Tuzu
Konsantrasyonu (%)

Bu ¢alisma kapsaminda incelen suslarin genel olarak safra toleransinin yiiksek oldugu
belirlenmistir. Sekil 31°den goriildiigii tizere, test edilen suslarda safra tolerans1 >%35 oraninda
tespit edilmistir. Analiz sonucunda en yiiksek canliligt %91.49 ile Lb. fermentum C-9C susu

gosterirken, en diisiik canlilig1 %35.11 ile Lb. rhamnosus susunun gosterdigi tespit edilmistir.

Ding, & Shah (2007) yaptiklar1 aragtirmada, probiyotik suslarin aljinat ile
mikroenkapsiilasyonlanmasinin probiyotik suslarin diisiik pH ve safra tuzunda hayatta kalmay1
nasil etkileyecegini incelemistir. Kontrol amacli hicbir islem gérmemis probiyotik LAB
suslarin1 kullanmigtir. Calisma sonunda, Lb. rhamnosus susunun inkiibasyon baglangicinda
10.01 logkob/mL iken, 2 saatlik inkiibasyon sonunda 3.41 logkob/mL ‘ye kadar diismiis olup,
%34.06’lik bir canlilik goriilmistiir. Lb. plantarum ve Lb. paracasei suslari inkiibasyon
baslangicinda sirasiyla 10.59 logkob/mL ve 10.69 logkob/mL iken 2 saatlik inkiibasyon
sonunda 3.98 logkob/mL( % 37.59) ve 3.78 logkob/mL (%35.36)’likk bir canlilik tespit
edilmistir. Yapilan bu calisma da ise, potansiyel probiyotik olarak goriilen Lb. rhamnosus C-
9A, Lb. plantarum WPS-12, Lb. plantarum C-6A, Lb. paracasei WPS-11 ve Lb. paracasei C-
7B suslarinda sirasiyla %46.33, %23.48, %39.76, %17.71 ve %40.01’lik bir canlilik tespit

edilmistir.

Wang, Zhang, Chen, Chen, & Bao (2012) yaptiklar1 calismada, Cin’de geleneksel ev
yapimi kimiz {riinlerinden 68 Lactobacillus susu izole etmislerdir. Bu suslardan 3 tanesi
secilerek, safra tuzu direnci ve asit toleransi arastirilmigtir. Arastirmanin sonunda, pH 3’deki
canlilik Lb. plantarum LIP-1 susunda %31.81 olarak goriiliirken, Lb. fermentum E7301 susunda
%29.28 tespit edilmistir. %0.3 safra tuzu konsantrasyonunda Lb. plantarum LIP-1 susunda
canlilik %91.13 olarak goriiliirken, Lb. fermentum E7301 susundaki canlilik %90.11 olarak
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gozlenmistir. Yapilan tez calismasinda ise, elde edilen bulgular bu calisma ile yiiksek oranda
benzerlik gostermektedir. Dikkat ceken durum ise Wang ve arkadaslarinin yaptiklari calismada
Lb. fermentum E7301 susu icin, pH 3’te %29.28 oraninda canlilik elde ederken, bu tez
caligmasinda ise pH 4’te L.fermentum C-9C susu i¢in %85.70 oraninda yliksek bir canlilik elde

edilmesidir.

Tulumoglu vd. (2013), ¢ocuklarin feceslerinden izole ettikleri 20 laktobasil suslarinin
probiyotik potansiyellerini ve bu suslarin pH 2 2.5 ve 3’de hayatta kalma yetenekleri
arastirmiglardir. Calisma sonunda, asitligin diismesine bagli olarak canlilikta da yiikselis
meydana geldigine dikkat ¢cekerek, pH 3’de L.paracasei (' T4,T5) suslarinin canliliklarinin %88,
Lb. plantarum (T14,T15,T21) suslarinin %64-99, Lb. fermentum (T16,T18,T20) suslarinin
canliliklarmin ise %67-72 arasinda degiskenlik gosterdigi tespit etmislerdir. Yapilan bu
calismada ise, pH 4’de Lb. paracasei (WPS-11, C-7B) suslarinda %17.71-40.01, Lb. plantarum
(WPS-12, C-6A) suslarinda %28.48-39.76, Lb. fermentum C-9C susunda ise %85.70 gibi bir

canlilik gbzlemlenmistir.

Benzer baska bir calismada ise, diski kaynakli pH 3’de 3 saatlik bir inkiibasyonun
sonunda, Lb. fermentum 650, 511 ve MCC 2759 suslart %95.16, %52.15 ve %93.21, %0.3
safra tuzu inkiibasyonun sonra sirastyla %98.72, %89.24 ve %93.20’lik canlilik gozlendigini
rapor etmislerdir (Archer, & Halami, 2015). Bu tez ¢alismasinda ise, pH 4’de Lb. fermentum
C-9C %85.7, %0.3 safra konstrasyonunda ise %91.49 gozlemlenmistir.

Wang, Lin, Ng, & Shyu (2010)’da, emzirilen bebeklerin digkisindan ve fermente
Tayvan tursusundan izole edilen potansiyel probiyotik Lactobacillus suslarinin
degerlendirmesini yapmislardir. Bu amagla in vitro sartlar altinda tutunma kabiliyeti, patojenik
bakterilere direng ve gastrointestinal sartlara karsi gdsterdigi direng incelenmistir. Identifiye
edilen Lb. paracasei FO8, Lb. rhamnosus F14 ve Lb. plantarum C06 suslarmin pH 3’de ki
direncliligi sirastyla %97.4, %88 ve %98 olarak tespit edilmistir. %0.3 safra tuzu
konsatrasyonunda, Lb. paracasei F08, Lb. rhamnosus F14 ve Lb. plantarum CO06 suslari
sirastyla %88.9, %88 ve %48.8 oraninda tolere ettigi belirlenmistir. Yapilan bu ¢alismada ise,
bebek diskisindan izole edilen Lb. paracasei C-TB, Lb. rhamnosus C-9A ve Lb. plantarum C-
6A suslarinin pH 4°de ki diregliligi sirastyla, %40.01, %46.33 ve %39.76 olarak tespit ederken,
%0.3 safra konstrasyonundaki direngliligi sirasiyla, %58.84, %35.11 ve %382.86 olarak

belirlenmistir.

Yapilan bir caligmada, geleneksel siit tirtinlerinden izole edilen Lb. fermentum suslariin
diisiik pH ve simiile edilmis gastrointestinal direngliligi test edilerek probiyotik potansiyelleri

degerlendirilmistir. Simiile edilmis gastrik sartlarda pH 2°de sadece Lb. fermentum F-6 susunun
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%53.7 ile hayatta kaldig1 tespit etmistir. Ayrica test ettigi 11 Lactobacillus susundan Lb.
fermentum F6 safra tuzuna iyi tolerans gosterirken, Lb. fermentum IMAU60151,IMAU60083,
IMAU20080 ve IMAU60120 suslart diisiik tolerans gostermistir (Bao vd., 2010). Bu tez
caligmasinda ise, test edilen suslar arasinda pH 4’de ve %0.3 safra tuzu konstrasyonunda en
yiiksek canlilig1 Lb. fermentum C-9C susu gostermis olup fonksiyonel gidalarda ve saglikla

iliskili tirlinlerde aday probiyotik niteligi tasiyacag: diistiniilmektedir.

Kotsou, Mitsou, Oikonomou, & Kyriacou (2008), 4, 20 ve 90 giinliikk saglik Yunan
bebeklerinin feceslerinden elde edilen Lactobacillus suslarinin identifiye ederek in vitro
sartlarda probiyotik 6zelliklerini incelemislerdir. Izole ettikleri tiirler olan Lb. acidophilus, Lb.
rhamnosus, Lb. paracasei, Lb. fermentum Lb. delbrueckii ve Lb. plantarum’un pH 3’de
direncliliklerini arastirdiklar1 ¢alismada, tiirlerin 3 saatlik inkiibasyon sonunda canliliklarini
yiiksek oranda koruduklarini belirlemislerdir. Safra toleransi i¢in yaptiklar1 ¢alismada ise
%0.3’liik safra tuzunda, 24 saatlik inkiibasyon sonunda Lb. rhamhonus LR-A1 susu %87.11,
Lb. paracasei LPP-A16 ve LPP-BO suslari sirasiyla %87 ve %68, Lb. fermentum LF-B14, LF-
B15 ve LF-B21 suslar sirasiyla, %92, %89 ve %97, Lb. plantarum LP-A22 ve LP-C9 suslart
strastyla, %86 ve %88’lik bir canlilik gostermistir. Yapilan tez ¢alismasinda ise, pH 4’de 24
saatlik inkiibasyon siirenin ardindan elde edilen bulgular Lb. fermentum C-9C disinda diger
suslar yapilan ¢aligmadaki elde edilen bulgulardan diisiik ¢ikmistir. Lb. fermentum C-9C bu
analizde %85.70’lik bir canlilikla yukarida bahsedilen ¢alisma ile benzerlik gostermektedir.
9%0.3’1iik safra konsatrasyonunda ise elde eden bulgular bu caligsma ile benzerlik gostermistir.
Yine Lb. fermentum C-9C susu safra konsantrasyonunda %91.46 gibi direngle yiliksek canlilik

gosteren sus olarak belirlenmistir.

Kirtzalidou, Pramateftaki, Kotsou, & Kyriacou (2011), dogumdan sonra inceledikleri
63 saglikli bebegin (4,40 ve 90 giinliik) digkilarindan izole ettikleri tiirlerin, pH 3’te 0 ve 3
saatlik inkiibasyonu sonrasinda, Lb. fermentum C27 (7.48 ve 7.52 )logkob/ml, Lb. paracasei
suslarida  (7.49-7.70, 7.79-7.40, 7.92-7.88, 8.30-8.29) logkob/ml ile yiiksek canlilik
gozlemlenmigtir. Safra direnci analizinde ise 24 saatlik inkiibasyonun ardindan, Lb. fermentum
C-27 ve C-14 suslarinda sirastyla %97 ve %95 Lb. paracasei suslarinda %(81, 99, 95.71, 93.85,
89.87) gozlenirken, Lb. rhamnosus C58 ve C44 suslarinda %89 ve %100 oraninda canlilik
gbzlemlenmistir. Yapilan bu calismada ise, bebek diskist kaynaklit LAB suslarinda, 24 saatlik
inkiibasyon sonunda pH 4’de, Lb. fermetum C-9C susunda %85.90, Lb. paracasei WPS-11 ve
C-7B suglarinda sirasiyla %17 ile %40, Lb. rhamnosus C-9A susunda ise %46.33’liikk bir
canlilik tespit edilirken safra direnci analizinde, bu suslardaki canlilik sirasiyla %91.46,

%80.06, %58.84 ve %35.59 olarak Dbelirlenmistir. Genel itibariyle sonuglar
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degerlendirildiginde, probiyotik potansiyelini test ettigimiz suslar bu calismaya kiyasla yiiksek

direnglilik gostermistir.

Nawaz vd. (2011), Pakistan’da emzirilen saglikli bebeklerin digkisindan izole ettikleri
Lactobacillus suslarinin diisiik pH’ya diregliligni arastirdigi ¢alismasinda, Lb. rhamnosus
NWS19 susunun %90.8 oraninda canlilik gosterdigini Lb. fermetum suglarinin ise, %80 — 92.5
arasinda canliliklarinda degisim gosterdigini goézlemlemislerdir. Bu ¢alisma da ise, Lb.
rhamnosus C-9A susu, %46.33 ile yapilan ¢alismadan diisiik olarak bulunurken, Lb. fermentum
C-9C susunun da (%85.70) oldugu tespit edilmis ve Pakistan’da yapilan ¢aligma ile paralellik

gosterdigi belirlenmistir.

Niu vd. (2019), Kore’de biber tursusundan izole ettigi Lb. plantarum SK 1305 susunun
probiyotik potansiyelini arastirdig1 ¢aligmasinda, bu izolatin pH 2’de ve %0.3 liik safra tuzunda
strastyla 2 ve 4 saatlik bir inkiibasyon uygulamis ve >%80 canlilik gézlemlemistir. Yapilan bu
caligmada elde edilen sonuglar, Lb. fermentum C-9C susu hari¢, pH 2’de elde edilen
sonuclardan diisiik, %0.3’liik safra konstrasyonundan sonra elde edilen sonuglarla benzerlik

gostermistir.

Verdenelli vd. (2009), insan diskisindan izole ettikleri 11 izolattan sectikleri Lb.
paracasei IMC502 ve Lb. rhamnosus IMCS501 suslarimin probiyotik potansiyellerini
arastirmiglardir. Simiile ettikleri gastrik sartlarda bu suslari pH 3’te 5 saatlik bir inkiibasyona

birakmislar ve bu tiirlerin asidik ortama direng gosterdiklerini saptamiglardir.

Tez kapsaminda incelenen suglarin pH4’de 24 saatlik inkiibasyon sonrasi gostermis
olduklar direnglerin, Pereira, & Gibson (2002a) ve Bao vd. (2010)’mn elde ettigi sonuglardan
yiiksek oldugu, suslarin; Klingberg vd. (2005), Ding, & Shah (2007) ve Wang vd. (2012)’1n
elde ettigi bulgularla benzer oldugu, Wang vd. (2010), Ying Huang vd. (2013), Kirtzalidou vd.
(2011) ve Kotsou vd. (2008)’in elde ettigi sonuglardan diisiik oldugu tespit edilmistir. Ayrica
LAB suslarmin, pH 4’de 4 saatlik inkiibasyonda canliliklarin1 korumalar1 ancak gelisim
gostermemeleri Jacobsen vd. (1999)’1n yapmis oldugu calisma ile benzerlik gostermektedir.
Benzer olarak %0.3 safra tuzu konstrasyonunda elde edilen sonucglar, Wang vd. (2012), Wang

vd. (2010), Bao vd. (2010) ve Kotsou vd. (2008)’1n yaptiklar1 caligmalarla desteklenmistir.

Genel itibariyle probiyotik niteligi arastirilan kiiltiirlerin pH 4’de canliliklarim
kaybetmedikleri fakat gelisimlerinde Onemli oranda azalmalar meydana geldigi tespit
edilmistir. Bununla birlikte %0.3 liik safra konsatrasyonunda test edilen bakteriyel suslarin
gelisiminlerinde ¢ok az da olsa bir diisiis meydana geldigi belirlenmistir. Genellikle eksi hamur
kaynakli LAB tiirlerinin pH’ya kars1 hassasiyet gosterdigi tespit edilmistir. Test edilen suslar

arasinda hem diisiik pH’ya hem de safra tuzuna kars1 direng gosteren suglarin varligi probiyotik
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niteligi tasiyan tiirlerin olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu anlamda, Lb. fermetum C-9C

susunun probiyotik olabilecegi diisliniilmektedir.

Hemolitik Aktivite

Hemolitik aktivite, probiyotik suslarin se¢iminde 6n giivenlik kosulu olarak kabul
edilmektedir. (FAO, 2002). Hemolitik aktivitenin olmamasi, bakterinin viriilent etkisinin
olmadigi anlamina gelmektedir (De Vuyst, Moreno, & Revets, 2003). Bu kapsamda test edilen
LAB suslari, insan kaninda kiiltiirlenerek hemolitik aktivitesi arastirilmis ve biitiin LAB
izolatlarinin hemolitik aktivite gdstermedigi tespit edilmistir. Angmo vd. (2016)’nin yaptiklar
caligmada, biitlin LAB izolatlarinin negatif sonu¢ (y —hemoliz) vermesi yapilan bu ¢aligmayi
desteklemektedir. Benzer olarak Niu vd. (2019), Kalui, Mathara, Kutima, Kiiyukia, & Wongo
(2009) ve Anas, Eddine, & Mebrouk (2008)’1n yaptig1 ¢calismalarda elde ettikleri bulgularda bu

calismadaki sonuclar1 destekler niteliktedir.

Ispirli vd. (2015), insan bagirsagindan E. faecium suslarini izole ederek bu suslarin
hemolitik reaksiyon gosterip gostermedigini arastirmiglardir. Yaptiklar caligma sonucunda
enterokoklarda simdiye kadar viriilans faktorii belirleyicisi olan sitolizin aktivitesiyle ilgili
genleri hi¢bir susun icermedigi ve hemolitik reaksiyon gostermedigi bahsi gecen arastirmacilar
tarafindan tespit edilmistir. Yapilan bu calismada ise, degerlendirmeye alinan suslarda,

yukarida anlatilan ¢alismada oldugu gibi hemolitik reaksiyon gézlemlenmemistir.

Yapilan bir ¢alismada, Omegisool adl1 fermente edilmis alkollii i¢cecekten izole edilen
LAB izolatlarinin probiyotik potansiyeli arastirilmistir. Identifiye edilen P. pentosaceus SWOI,
Lb. planatrum SWO3, Lb. plantarum SWO06 ve Lb. plantarum SWO07 suslarinin da i¢lerinde
bulundugu 7 susun hemolitik aktivitesinin arastirildigi ¢calismada, 6 sus y- hemoliz gosterirken,
P. pentosaceus SWO01 susunun o hemoliz gosterdigi tespit edilmistir (Oh, & Jung, 2015). Bu
duruma bakilarak sus bazinda da farkliliklara olabilecegi ve tiir benzerligi ile bir genelleme
yapilmasinin yaniltict olabilecegi somut bir sekilde ortaya konulmustur. Sonug itibariyle test
edilen suslarin hemolitik aktivite agisindan probiyotik olarak kullaniminda sorun teskil

etmedigi belirlenmistir.

In vitro Sartlarda Gastrointestinal Sistemde Hayatta Kalma Testi

Gastointestinal sistemde hayatta kalma, bir probiyotik i¢in gerekli temel 6zelliklerden
bir tanesi olarak bilinmektedir. Dolayisiyla probiyotik mikroorganizma arayisinda olundugu
zaman potansiyel olarak goriilen suslarin simiile edilmis gastrik sartlara (pH 3 + %S5 pepsin) ve

intestinal sistemdeki sartlara (pH 6 + %0.3 safra tuzu) karsi diren¢ testi yapilmasi
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gerekmektedir. Boylece probiyotik 6zelligi arastirilan suslarin bu sartlar altinda canliligini ne
kadar devam ettirebilecegi konusunda fikir sahibi olunabilmektedir. Bu kapsamda, tez
cergevesinde probiyotik potansiyeli tasiyan suslarin in vitro sartlar altinda simiile edilmis
gastrointestinal sartlardaki diregliligi belirlenmistir. LAB suslarinin  sindirim  sistemi
modellemesi sonuclar1 Tablo 19°da, suslarin diisiik pH ve safra ortaminda gelisim oranlar1 ise
Sekil 32°de verilmistir. Sonuglar genel itibariyle degerlendirildiginde, simiile edilmis sindirim
sistemi sartlarinda yliksek direnglilik gosterdiginden aday potansiyel probiyotik olabilecegi

kanaatine varilmstir.

Tablo 19. LAB Suslarinin Sindirim Sistemi Modellemesi Dayanim Sonuglart

2.5 saat % Genel
Mikroorganizma 0 saat 1.5 saat (logkob/ml) % Canhhk (logkob/ml) (;)allllllk
kodu (logkob/ml) pH 3+ %5 pepsin  (0- 1.5saat) pH 6 + %0.3 Safra
(0-4 saat)
tuzu

LGG 7.29 +£0.04 476 £0.34 65.29 2.11+0.17 28.94
C-6A 7.62+0.01 5.17+£0.07 67.84 4.61 £0.55 60.49
WPS-3 7.61+0.01 7.19+£0.02 94.48 7.27+0.03 95.53
C-9C 7.72 £ 0.04 7.39 +0.08 95.72 5.71+£0.16 73.96
WPS-12 7.16 + 0.34 4.67+0.64 65.22 2.26+0.13 31.56
WPS-1 6.80+0.01 451+0.16 66.32 2.70 +0.25 39.70
C-9A 7.21£0.02 6.85+0.01 95.0 7.06 +0.10 97.91
WPS-11 7.61 +£0.01 6.99 +£0.01 91.85 7.22+0 94.97
WPS-8 7.35+£0.02 5.88+0.03 80.0 5.03+0.12 68.43
C-7B 7.34 +0.04 6.86 £0.02 93.46 6.86£0 93.46

Maragkoudakis vd. (2006), siit kaynakli 29 Lactobacillus susunun probiyotik
potansiyellerini in vitro olarak incelemislerdir. Arastirma kapsaminda test ettikleri suslarin pH
1 ve pH 2’de pepsin varliginda 1 saatlik inkiibasyon sonunda, canliliklarinda 6nemli oranda
diisiis meydana geldigini saptamislardir. pH 2’de pepsin varliginda Lb. paracasei ACA-DC
130, ACA-DC 119, ACA-DC 118, ACA-DC 116 ve ACA-DC 117 suslarinda sirasiyla %84,
%53, 0, %64 ve 0, Lb. plantarum ACA-DC 146 susunda %66 ve Lb. rhamnosus ACA-DC
susunda %83 oraninda canlilik goézlenmistir. Bu ¢alismada ise, Lb. paracasei WPS-11 ve C-
7B suslari sirastyla %91 ve %93 ile yapilan ¢alismadan yiliksek, Lb. plantarum WPS-12 ve C-
6A suslar1 %65 ve %67 ile benzer, Lb. rhamnosus C-9A %95 ile yapilan ¢alismadan yiiksek

bulunmustur.

Argyri vd. (2013), yaptiklar calismada fermente edilmis zeytinlerden izole LAB’larin
probiyotik potansiyellerini arastirarak, fonksiyonel gida iiretimi i¢in aday probiyotik se¢meyi
amaclamislardir. Calismalar1 sonucu diisiik pH’ya kars1 Lb. plantarum B282, E10 ve E69
suslar1 sirastyla, %87, %89 ve %98, Lb. paracasei E93 ve E94 suslar sirasiyla, %89 ve %82
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oraninda canlilik tespit edilmistir. Bu ¢alismada ise, elde edilen bulgular, yapilan ¢caligmadaki
Lb. paracasei tirleri ile benzerlik gosterirken, Lb. plantarum tlirlerinden diisiik oldugu tespit

edilmistir.

Jung, Kim, Lee, Kim, & Noh (2008) yapmis olduklar ¢alismada, eksi hamurdan izole
ettigi Lactobacillus tiiriiniin pH 3’de 3 saatlik inkiibasyona birakmis ve Lactobacillus tiiriiniin
%89.64’liik bir canlilik gosterdigini tespit etmislerdir. Yapilan tez calismasinda ise, eksi
hamurdan izole edilen Lactobacillus tiirlerinde 90 dk’lik inkiibasyonda %66 ile %94 arasinda
canlilik gosterirken, %0.3’liik safra konsantrasyonunda 150 dk’dan sonra canlilikta %34’e
kadar diisiis gozlemlenmistir. Eksi hamur suslarindan en yiiksek canliligi, %94 ile Lb. paracasei

WPS-11 gdstermistir.

C-7B
WPS-8
WPS-11
C-9A

WPS-1 B Gelisme gosteren

Sus kodu

WPS-12 B Azalma gosteren

C-9C
WPS-3
C-6A

o

50 100 150

Sekil 32. Simiile edilmis sindirim sistemi sartlarinda LAB suslarinin %gelisim ve inhibisyon
oranlari.

Ispirli, & Dertli (2017), geleneksel kimiz ve kuruttan Lb. fermentum, Lb. helviticus ve
E. faecalis tirlerini izole ederek karakterize etmislerdir. Bu kapsamda in vitro sartlar altinda
inceledikleri Lb. fermentum AS1 ve KR10 suslarimin simiile edilmis sindirim sisteminde
strastyla %46.9 ve %48.8 oraninda canli kalabildiklerini tespit etmislerdir. Bu ¢alismada ise,
tez ¢ercevesinde incelenen Lb. fermentum C-9C susu simiile edilmis sindirim siteminde %73.96

oraninda canli kalabilmistir.

Yapilan baska bir calisma da ise, simiile edilmis gastrointestinal sistemde hayatta
kalmak testinde pepsin varliginda, pH 2’de 1 saatlik inkiibasyon sonunda, Lb. paracasei M5-
L, Lb. rhamnosus J10-L ve Lb. rhamnosus GG suslar1 sirastyla %358, %53 ve %94 canl
kalirken, %0.3 safra konsantrasyonunda 4 saatlik bir inkiibasyonun ardindan bu suslarin
canliligr sirasiyla , %87, %90 ve %88 olarak tespit edilmistir (Zhang vd., 2011). Bu tez
calismasinda ise, arastirilan ayni tiirler, pepsin varliginda pH 3 ve %0.3’liik safra

konsantrasyonunda elde edilen bulgular yapilan ¢aligmadan yiiksek olarak bulunmustur.
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Charteris vd. (1998) yilinda farkli kaynaklardan (yetiskin insan digkisi, fermente peynir)
izole ettigi Lactobacillus tiirlerini incelemislerdir. Daha sonra bu tiirleri gastrointestinal sartlara
benzetilen pepsin varliginda ve pH 2’de 90 dakikalik inkiibasyon tabi tutmuslardir. Inkiibasyon
asamasindan sonra Lb. paracasei F-19 susunda (6.00-4.75)logkob/mL ile %79.16, Lb.
plantarum KLD ve 433641 suslarinda (7.81-7.70,7.05-5.90) logkob/mL ile %98.46 ve %83.68
canlilik gozlemlemistir. Takiben simiile edilmis intestinal sartta 4 saatlik inkiibasyon sonunda
F19, KLD ve 433641 izolatlarinda sirastyla (7.43- 5.88, 9.45-9.45, 0 ) logkob/mL ile %79.13,
%100 canlilik tespit edilirken son izolatta ise canlilik tespit edilmemistir. Yapilan tez
caligmasinda ise, pH 3’de 90 dakikalik inkiibasyon sonunda, disk1 kaynakli Lb. paracasei C-
7B ve Lb. plantarum C-6A suslarinda sirasiyla (7.34-6.86, 7.62-5.15) logkob/mL ile %93.46
ve %67.84 canlilik tespit edilmis, safra toleransinda ise, Lb. paracasei C-7B ve Lb. plantarum
C-6A suslari sirastyla (6.86-6.86) logkob/mL ile %100, (5.17-4.61) logkob/mL ile de %89.16

oraninda canlilik tespit edilmistir.

Benzer baska bir ¢aligsmada, insan digkisindan izole edilen Lb. fermentum 650,511 ve
MCC 2759 suslar1 simiile edilmis mide sivisinda sirasiyla %76.40, %68.88 ve %94.50 oraninda
hayatta kalirlarken, intestinal sivida sirasiyla %79.64, %64.17 ve %96 oraninda canlilik
gostermistir (Archer, & Halami, 2015). Yapilan bu ¢alismada ise Lb. fermentum C-9C susunda
simiile edilmis gastrik sivida %95.22 oraninda canlilik gozlemlenirken, bagirsak sivisinda

%77.23 oraninda bir canlilik gozlenmistir.

GAD Geni Varhgimin LAB Suslarinda Taranmasi

Beyinde dnemli bir inhibitor ndrotransmitter olan biyoaktif Gamma- aminobiitirik asit
(GABA ) insan saglig1 i¢cin 6nemli fizyolojik fonksiyona sahip oldugundan dolay1 6nemi giin
gectikce artmaktadir (Das, & Goyal, 2015). Bu kapsamda probiyotik sus secerken GABA
sentezleyen suslarin se¢imi de 6nem arz etmektedir. GABA iiretimini ardindaki biyoproses,
glutamik asit dekarboksilaz (GAD) geni ile glutamatin GABA’ya doniistiiriilmesidir (Capitani
vd., 2003). Bu ylizden test edilen suslarin GABA iiretiminden sorumlu GAD geninin varlig1
eksi hamur ve yenidogan diskisindan izole edilen suslarinin genomlarinda varligiyla ilgili
primer (Tablo 7) kullanilarak PCR ile taranmistir. Sekil 33°de ise test edilen suslarda GAD

geninin bulunup bulunmadig gosteren agaroz jel goriintiisii verilmektedir.
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Sekil 33. Test edilen suslarda GAD geninin taranmasi sonucu olusan PCR goriintiisii
(L: Ladder, NK: Negatif Kontrol, WPS-11: Lb. paracasei, WPS-12: Lb. plantarum, C-6A: Lb. plantarum).

Eksi hamur kaynakli LAB tiirlerinin fermantasyon sirasinda GABA iireterek ekmege
fonksiyonellik kazandirdig1 6ne siiriilmiistiir (Villegas vd., 2016). Sekil 33’de goriildigii tizere
GAD geni eksi hamur kaynakli Lb. plantarum WPS-12, Lb. paracasei WPS-11 ve bebek digkist
kaynakli Lb. plantarum C-6A suslarinda pozitif ¢ikmistir. Eksi hamur kaynakli LAB tiirlerinin
GABA iiretimi i¢in gerekli GAD geni tagimasi One siiriilen ifadeyle paralellik gostermektedir.
Yapilan bir ¢galismada, probiyotik olan Lb. plantarum DMS5 susunun GABA iiretimi arastiriimis
bahsi gecen susun GABA sentezledigi tespit edilmistir (Das, & Goyal, 2015).

GABA Ureten LAB Suslarinin Tespiti

GAD geni GABA iiretiminden sorumlu oldugundan dolay1 tiim suglar GAD geni varligi
acisindan PCR’da taranmistir. PCR sonucunda 3 pozitif sus elde elde edilmistir. Fakat biitiin
suslarin GABA {iretim durumlart fenotipik olarak ince tabaka kromatografisinde tekrar

arastirilmis ve GAD genine sahip olmayan suglarinda GABA sentezleyebildigi tespit edilmistir.
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Sekil 34. GABA sentezinin ince tabaka kromatografisinde (TLC) 6n degerlendirilmesi (1- MSG
standard1 (53 mM); 2- GABA standardi (10 mg/ml); 3- Lb. plantarum C-6A ‘nin siipernatanti; 4- Lb. paracasei
C-7B ‘nin siipernatanti; 5- Lc. garvieae WPS-3’1in siipernatanti; 6- P. pentosaceus WPS-8 ‘in siipernatanti; 7- Lb.
rhamnosus C-9A’nin siipernatanti; 8- Lb. graminis WPS-1’in siipernatanti. Biitiin suslar 53 mM MSG igeren MRS
ortaminda 30°C’de 96 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir).

Gerekli 6n islemlerden sonra, TLC’de 6n degerlendirmesi yapilan suslar 10 mg/mL
GABA standardinda, kontrol olarak 53 mM MSG kullanilarak analiz yapilmistir. Sekil 34°de
goriildiigi tizere PCR’da GAD geni pozitif ¢ikmayan suslarda 1s1l islem uygulandiktan sonra
GABA standardinin oldugu yerde renk vermistir. PCR’da pozitif ¢ikmayan, L.paracasei C-7B,
Lc. garvieae WPS-3, P. pentosaceus WPS-8, Lb. rhamnosus C-9A ve Lb. graminis WPS-1

suslar1 TLC’de pozitif goriintii vermistir.

GABA Uretim Seviyelerinin Belirlenmesi

Tez kapsaminda incelenen LAB suglariin genotipik ve fenotipik taranmasini takiben
bu suslarin test edilen kosullar altinda iiretilen GABA seviyelerinin belirlenmesi i¢in HPLC
analizi yapilmig ve biitiin tiirlerin GABA iirettigi tespit edilmistir. HPLC analizi neticesinde
GABA iiretim miktar1 0.034-0.077 mg/mL arasinda degistigi tespit edilmistir. Gamma-
aminobiitirik asiti en yiiksek tireten sus Lb. plantarum WPS-12 iken, en diistk iireten sus Lb.
paracasei C-7B susu olmustur. En yliksek GABA iireten Lb. plantarum WPS-12 susunu, Lb.
plantarum C-6A (0.072 mg/mL ), Lc. garvieae WPS-3 (0.069 mg/mL) ve Lb. paracasei WPS-
11 (0.066 mg/mL) susu takip etmektedir. HPLC analizi sonucunda GABA’nin alikonma stiresi
4.785-4.999 dk olarak belirlenmistir. Sekil 35-39°da LAB suslar1 tarafindan tiretilen GABA ’nin

HPLC kromatogrami verilmistir.
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Sekil 35. Lb. plantarum WPS-12 tarafindan iiretilen GABA’nin HPLC kromatogrami.
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Sekil 36. Lb. plantarum C-6A tarafindan iiretilen GABA’nin HPLC kromatograma.
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Sekil 37. Lc. garvieae WPS-3 tarafindan tiretilen GABA nin HPLC kromatograma.
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Sekil 38. Lb. paracasei WPS-11 tarafindan iiretilen GABA’nin HPLC kromatograma.
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Sekil 39. Lb. paracasei C-7B tarafindan iiretilen GABA nin HPLC kromatogramiu.

Park, Lee, & Lim (2014) yaptiklari calismada, kimchi’den 273 LAB izole etmis ve %2
MSG igeren MRS ortaminda 37°C’de 18 saatlik bir inkiibasyon sonra her biri 50 pg/mL’den
fazla GABA fiireten 75 LAB susunun oldugunu tespit etmislerdir. Buradan sectikleri 7 LAB
susunu %1, 2 ve 3 MSG iceren MRS ortamina inokiile ederek 37°C’de 18 saatlik inkiibasyon
sonrast GABA igeriklerini incelemislerdir. Calisma sonunda %1 MSG igeren MRS ortaminda
32.84-154.86 ng/mL arasinda GABA iirettiklerini tespit etmislerdir. Test ettigi suslar arasinda
olan K154 susunun, %1 MSG iceren MRS ortaminda 154.86 pg/mL olarak tespit ederken, %2
ve %3 MSG iceren MRS ortaminda ise, sirasiyla 170.42 pg/mL ve 201.78 pg/mL oldugunu
tespit etmislerdir. Daha sonra K154 susunu API metoduyla Lb. plantarum olarak
tanimlamiglardir. Yapilan bu ¢alismada ise, 53 mM MSG iceren MRS ortaminda 30°C’de 96
saatlik inkiibasyon sonunda test edilen LAB suslariin 0.034-0.077 mg/mL arasinda GABA
irettikleri tespit edilmistir. Eksi hamur kaynakli Lb. plantarum WPS-12 susu 0.077 mg/ml ile
en yiiksek GABA iireten sus olarak tespit edilmistir.
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Yapilan baska bir ¢calismada Lim, Kim, & Do (2009), fermente triinlerde baslatici
starter kiiltlir elde etmek i¢in ¢ig siitten bakteri izole etmislerdir. Arastirmacilar, %1 MSG
iceren %10 yagsiz siit ortaminda ticari suslarin 5-30 pg/ml GABA iirettigini tespit etmis iken,
¢ig siitten izole ettigi Lb. acidophilus RMK 567 susunun 711 pg/g seviyesinde GABA {irettigini
tespit etmislerdir. Benzer baska ¢alismada ise, Kore’de yapilan ev tipi tursudan Lb. plantarum
KTU 102 susu izole edilerek 24 saatlik fermantasyon sonunda %0.6 MSG igeren %8 yagsiz siit
ortaminda 33 pg/ml GABA iirettigini bildirilmistir (Tung, Lee, Liu, & Pan, 2011). Yapilan tez
caligmasinda ise, eksi hamur kaynakl Lb. plantarum WPS-12 susunun 53 mM MSG igeren
MRS ortaminda 0.077 mg/mL GABA iirettigi tespit edilmistir.

Demirbas vd. (2017), eksi hamurdan LAB suslar izole edereck GABA {iretim
miktarlarini incelemislerdir. Yaptiklar ¢alismanin sonucunda Lb. plantarum SC-9 ve ED-1
suglarinda sirasiyla 4.92 mM ve 15.47 mM GABA iirettigini tespit ederken, Lb. graminis
susunda 3.90 mM GABA iirettiklerini tespit etmislerdir. Yapilan bu tez calismasinda ise, eksi
hamur kaynakli Lb. plantarum WPS-12 susunun 0.072 mg/mL GABA firettigi tespit edilirken,
Lb. graminis WPS-1 susunda 0.048 mg/mL GABA tespit edilmistir
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BESINCi BOLUM

Sonug¢ ve Oneriler

Fermente iirlinler, yapilan bir¢cok caligmayla probiyotik mikroorganizma acisindan
zengin bir kaynak olarak goriilmektedir. Dogal kaynaklardan izole edilen probiyotiklerin
fonksiyonel etkilerinin tam olarak anlasilmasi adina in vitro denemelerin yani sira in vivo
denemelerin yapilmasi son derece 6nem arz etmektedir. Probiyotiklerin insan sagligina olumlu
etkilerinin anlagilmasindan itibaren giiniimiize kadar saglik iizerine birgok ¢alisma yapilmstir.
Probiyotiklerin tip alaninda ilaglara alternatif olacagi konusunda da goriisler bildirilmistir. Bu
goriisler sayesinde diinya pazarinda probiyotik tliketimi tiiketiciye hizla sunulmakta ve saglik

lizerine pozitif yarar sagladigi 6n plana ¢ikartilmaktadir.

Bunun yani sira, dogumdan hemen sonra yenidogan bebekler steril olarak kabul
edilmektedir. Ancak zamanla tiikettigi besinler ve cevresel etmenlerden dolayr bagirsak
mikrobiyotasi olugsmaya baglamaktadir. Bebeklerin, immiin sisteminin gelismesi i¢in ilk 6 ay
anne siitii ile beslenmesi gerekmektedir. Anne siitii ile beslenen bebeklerin bagirsak florasinda
Laktobasiller ve Bifidobakteriler hakim iken, formiile edilmis bebek mamalar1 tiiketen
bebeklerin bagirsak florasinda Bacteriodes, Streptococcus cinsleri ortami hakimiyeti altina

almaktadir.

Bu calisma da, daha 6nce anne siitiiyle beslenen bebeklerin diskilarindan ve eksi hamur
orneklerinden izole edilerek tanimlanmis 9 LAB susu kullanilmistir. Bu suslarin probiyotik
etkilerini belirlemek amaciyla test edilen suslarin homopolimerik ve heteropolimerik eps
genlerini agiga ¢ikarmak ve tirettikleri EPS’leri karakterize etmek amaglanmistir. Ayrica, bazi
antibiyotiklere kars1 duyarhiliklari, antifungal etkileri, n-hexadecane hidrokarbonu ve insan
kolon HT-29 hiicre hattina tutunma yetenekleri, asit ve safra toleranslari, hemolitik aktiviteleri,

simiile edilmis gastrointestinal sartlardaki direnclilikleri ve GABA iiretimleri de incelenmistir.

Calismada bebek diskis1 kaynakli Lb. fermetum C-9C, Lb. plantarum C-9A, Lb.
paracasei C-TB ve Lb. rhamnosus C-9A suslar ile eksi hamur kaynakli, Lb. paracasei WPS-
11, Lb. graminis WPS-1, Lc. garvieae WPS-3, P. pentosaceus WPS-8 ve Lb. plantarum WPS-

12 suslar kullanilmistir.

Arastirmada, eps gen bolgeleri i¢in uygun primerler kullanilmis ve Lb. graminis WPS-

1 susunun homopolimerik eps iiretiminden sorumlu LevV geninin pozitif oldugu tespit
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edilmistir. Diger yandan Lb. rhamnosus C-9A susunn epsA, epsB ve p-gtf genleri igerdigi de
tespit edilmis ve bu durum susun heteropolimerik eps iirettigi diisiincesini ortaya ¢ikarmistir.
Ayrica, Lb. graminis WPS-1 susu LevV geni tasirken epsB ve p-gtf geni tasidigida
gozlemlenmistir. Bu durum, Lb. graminis WPS-1’in hem homopolimerik hem de

heteropolimerik EPS iiretme potasiyeli oldugunu diisiindiirmektedir.

Test edilen suslarda EPS i¢in genotipik olarak ayrim yapildiktan sonra EPS iiretim
seviyeleri incelenmis ve 314-442 png/107 kob oldugu tespit edilmistir. Takiben iiretilen
EPS’lerin monosakkarit kompozisyonunu belirlenmesi i¢in HPLC analizi yapilmis ve test

edilen suslarin tiimiiniin EPS {iretimi gerceklestirdigi gdzlenmistir.

Probiyotik mikroorganizmalarda antibiyotik diren¢ genlerini aktarimi en biiyiik risk
faktorlerinden biri olarak goriilmektedir. Bebek diskist ve eksi hamur suslarinin tamami
erythromycin, penicillin, chloramphenicol, tetracyline, oxytetracyline ve ampicilline karsi
duyarl oldugu tespit edilmistir. Ayrica biitiin suslar kanamycine karsi direng gosterirken,
streptomycine karsi Lb. rhamnosus C-9A ve P. pentosaceus WPS-8 suslar1 disindaki tiim suslar

direng gostermistir.

Arastirmada kullanilan suslar antimikrobiyal yoniinden incelendiginde, genel olarak en
fazla E.coli’ye karsi etkili oldugu, S. typhimurium tizerindeki etkinin ise digerlerine oranla daha
diisiik oldugu tespit edilmistir. iki sus (Lb. rhamnosus C-9A, Lb. paracasei WPS-11) S.
typhimurium’a kars1 etki gostermezken, diger tiim suglar arastirma kapsaminda kullanilan
indikatér mikroorganizmalara ( E. coli BC 1402, B. cereus BC6830, S. typhimurium RSSK
95091, Y. enterocolitica ATCC 27729, S. aureus ATCC 25923) kars1 inhibe edici etkide
bulundugu saptanmistir. Test edilen suslarin patojen mikroorganizmalara karsi inhibiston
etkisinin bulunmasi izole edilen LAB’larin bakteriyosin {reticisi tiirler oldugunu

diisiindiirmekte ve ilerleyen ¢alismalarda bakteriyosin genlerinin olup olmadigi arastirilacaktir.

Bu caligmada, LAB tiirlerinin antifungal aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla 6 farkl
kif kullanilmis ve Lb. fermentum C-9C susunun P. chrysogenum’a, Lb. graminis WPS-1
susunun ise A. niger ve P. chrysogenum’a kars1 antifungal etkisinin olmadig1 tespit edilmistir.
Ayrica, diger tiim suslarin F. oxysporum, A. niger, P. chrysogenum, B. cinerea, A. parasiticus
ve A. alternata kiiflerine kars1 antifungal etkide bulundugu tespit edilmistir. Test edilen suglarin
genellikle F.oxysporum, B. cinerea, A. paraciticus ve A. alternata kiiflerine kars1 yliksek

inhibisyon sagladig1 gézlemlenmistir.

LAB tiirlerinin hidrofobisitesi degerlendirildiginde, n-hexadecane kars1 tiirler arasinda
belirgin farkliliklar gézlemlenmistir. Lb. fermentum C-9C disinda diger tiim suslar >%25’den

fazla hidrofobisite gostermesi hiicre yiizeylerinin kompleks oldugunu gostermektedir. En
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yiiksek hidrofobisiteyi %82.2 ile P. pentosaceus WPS-8 susunun gosterdigi tespit edilmistir.
Bu bakteriyi Lb. graminis WPS-1 (%80.1), Lb. plantarum C-6A (%54.1), Lb. paracasei C-7B
(%45.1) ve Lc. garvieae WPS-3 (%43.7) suslan takip etmektedir. Bu islemin ardindan test
edilen tim suslar in vitro kosullar altinda HT-29 insan hiicrelerine tutunumlari agisindan
incelenmistir. Hidrofobisite testinde oldugu gibi Lb. fermentum C-9C susunun, HT-29 insan
kolon hiicrelerine %0.29 gibi ¢ok diisiik oranda tutunum gosterdigi tespit edilmistir. Genel
olarak HT-29 hiicre hattina tutunum oranlar1 %0.29-9.54 arasinda degistigi ve en yliksek
tutunumu Lb. paracasei C-7B susunun gosterdigi tespit edilmisken, Lc. garviea WPS-3
susunun %7.44, Lb. rhamnosus C-9A susunun %2.80, Lb. plantarum C-6A susunun ise %2.80
oraninda tutunma gosterdigi gézlemlenmistir. Dolayisiyla n-hexadecane karsi yiiksek tutunum
gosteren bir bakterinin HT-29 hiicrelerine diigiik oranda tutunma gosterdigi yapilan ¢aligmada
gorilmektedir. Bu yiizden tutunma testi i¢in, hidrokarbonlara tutunmanin tek basina yeterli
olmadig1 ve probiyotik mikroorganizma se¢iminde tiirlerin tutunma 6zelligini test ederken hem
hem hidrokarbona hemde insan hiicrelerine yiliksek oranda tutunma gosteren suslarin dikkate

alinarak secilmesi gerekmektedir.

Probiyotik mikroorganizmalarin se¢erken gastrik sartlardan canli kalabilmesi 6nem arz
etmektedir. Bu aragtirmada, LAB suglarinin 0, 4, 8 ve 24 saatlerde pH 4 degerindeki yiizde
canliliklar1 spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. Inkiibasyon periyodu boyunca ilk 4
saatte test edilen suslarda kismi olarak zarar gorme oldugundan belirgin artis
gozlemlenmemistir. Ancak siirenin artmasiyla birlikte zarar goéren mikroorganizmalar
besiyerindeki bilesimlerden yararlanarak, belirgin olmamak sartiyla iireme gostermiglerdir. Bu
durum karsisinda yalmizea Lb. fermentum C-9C susu etkilenmeyerek %85.7 oraninda canl
kalabilmeyi basarmustir. Ozellikle eksi hamur suslarinda pH 4’de 24 saatlik inkiibasyon
sonucunda biiylik oranda canlilik kayb1 gbézlemlenmistir. Test edilen tiim suslarda %1.5 ile
%85.7 arasinda canlilik gozlemlendigi, en yiiksek direnci %85.7 ile Lb. fermentum C-9C
susunun gosterdigi ve bu susu ise %46.33 ile Lb. rhamnosus C-9A, %40.01 ile Lb. paracasei
C-7B, %39.76 ile Lb. plantarum C-6A susu ve %23.48 ile Lb. plantarum WPS-12 susunun
takip ettigi belirlenmistir.

Safra toleransi da probiyotik mikroorganizmalarin se¢iminde énemli bir kriter olarak
goriilmektedir. Potansiyel probiyotik mikroorganizmalarin intestinal sisteme ulasabilmesi i¢in
gastrik sartlardan sonra karacigerden salgilanan safraya karsi diren¢ gostermesi gerekir ki
intestinal sisteme ulasip kolonize olabilsin. Bu ylizden potansiyel probiyotik olarak varsayilan
suslarin %0.3 oraninda safra tuzuna kars1 24 saat boyunca farkli periyotlarla spektrofotometrik

yontemle canliliklart tespit edilmistir. Bu kapsamda, suslarin %0.3 safra direnclilikleri %35.11
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ile %91.49 oraninda degistigi tespit edilmistir. En yiiksek direncli susun %91.49 ile Lb.
fermentum C-9C oldugu tespit edilirken, bu susu Lb. plantarum C-6A (%82.86 ), Lb. paracasei
WPS-11 (%80.06), Lc. garvieae WPS-3 (%74.69) ve Lb. paracasei C-TB (%58.84) suslar takip
etmektedir. Genel olarak test edilen tiim suslarin >%35.11 ‘lik bir canlilik ile safrayr iyi
derecede tolere edebildigi kanaatine varilmistir. Izolatlarda genellikle yiiksek safra toleransi
tespit edildiginden dolay1 ilerleyen asamalarda bu suslarin safra tuzlari hidrolazi analizinin

yapilmasi1 hedeflenmektedir.

Konaker i¢in viriilens faktorlerden birisi olan hemolitik aktivitede bu tez kapsaminda
incelenmis ve suslarda hemolitik reaksiyon tespit edilmemistir. Dolayisiyla test edilen suslarda
hemolitik aktivite goriilmedigi igin probiyotik olarak kullanimlarinda sorun teskil

etmemektedir.

Gastrointestinal sistemden gecis yeteneklerinin belirlenmesi amaciyla in vitro sartlar
altinda sindirim sistemi modellemesi olusturulmustur. Bu kapsamda test edilen suglarin gastrik
(pH 3 ve %5 pepsin) ve bagirsak (pH 6 ve %0.3 safra) sivilarina karsi dayanimlari
belirlenmistir. Analiz sonucunda, suslarda %31.56-97.91 oraninda bir canlilik tespit edilmistir.
Simiile edilmis sindirim sisteminde 0-4 saat arasindaki canliliklar ekim yontemi ile belirlenmis
olup 0. ve 4. saat sonrasinda Lb. rhamnosus C-9A susunda 7.21- 7.0610gkob/mi logatitmik units
olarak 0.15’lik bir diisiis gozlenirken, Lc. garvieae WPS-3, Lb. paracasei WPS-11 ve Lb.
paracasei C-7B suslarinda sirasiyla logaritmik units olarak 0.34, 0.39 ve 0.48’lik bir diisiis

gozlemlenmistir.

Merkezi sinir sisteminde 6nemli yere sahip olan GABA’nin test edilen suslarda
hangilerinin sentezleyip sentezleyemedigini test etmek i¢in dncelikli olarak PCR ile genotipik
bir ayrim yapilmistir. Yapilan analiz sonucunda Lb. plantarum C-6A, Lb. plantarum WPS-12
ve Lb. paracasei WPS-11 suglariin GABA iiretimi agisindan pozitif olabilecekleri tespit
edilmistir. Takiben TLC ile fenotipik ayrim saglanarak PCR’da GAD geni igin pozitif
c¢ikanlarm haricinde diger suglarinda GABA fireticileri oldugu gozlenmistir. Daha sonra GABA
tiretim miktarlarini kiyaslayabilmek i¢in HPLC analizi yapilmis ve biiyiin suslarin 0.034-0.077
mg/mL arasinda GABA sentezledigi tespit edilmistir.

Bu calismadan elde edilen sonuglara gore, Lb. paracasei C-7B susu, test edilen biitiin
patojenlere kars1 antimikrobiyal etki gosterdiginden dolay: epitel yiizeyde bulunan patojenik
mikroorganizmalara karsi biyolojik bir bariyer olusturabilecegi disiiniilmektedir. Ayrica
urettigi EPS ile gastrointestinal sistemin zorlu kosullarina dayaniklik gosterebilecegi ve
bagirsaklara kolonize olarak zararli mikroorganizmalar {izerinde inhibasyon saglayacagi da

distiniilmektedir.
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Test edilen suslardan olan Lb. paracasei C-7B susu; penicillin, chloramphenicol,
etyhtomycine, tetracyline, oxytetracyline ve ampicilline kars1 duyarli olmasi, 382 pg/ 107 kob
EPS iiretmesi, test edilen biitlin patojenler (E. coli BC1402, B. cereus BC6830,S. thyhimurium
RSSK 95091, Y. enterocolitica ATCC 27729, S. aureus ATCC 25923) lizerinde inhibisyon
saglamasi ve test edilen 6 kiife (F. oxysporum, A. niger, P. chrysogenum, B. cinerea, A.
parasiticus, A. alternata) kars1 antifungal aktivite gdstermesi nedeniyle potansiyel probiyotik
sus aday1 olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica bu susun, n-hexadecane hidrokarbonuna kars1
%45.1 hidrofobik 6zellik ile HT-29 hiicreleri kars1 %9.54 oraninda bir tutunum gostermesi, 24
saatlik bir inkiibasyondan sonra pH 4’de %40.1, %0.3 safra konsantrasyonunda %58.84
oraninda canlilik gostermesi, hemolitik aktivitesinin olmamasi, sindirim sistemi
modellemesinde %93.46 oraninda canli kalabilmesi ve GABA f{ireticisi olmas1 potansiyel

probiyotik aday diisiincesini desteklemektedir.

Elde edilen bulgular dogrultusunda, Lc. garvieae WPS-3 susunun test edilen analizlerde
diisiik pH disinda diger 6zellikler bakimindan iyi aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Bahsi
gecen susun potansiyel probiyotik olabilecegi diisiiniildiigiinden dolay1 gastrik sartlarda canl
kalabilmesi gerekmektedir. Bu kapsamda ilgili susu ilerleyen asamalarda enkapsiile edilerek
fonksiyonel gida iiretiminde kullanilabilir. Boylece Lc. garvieae WPS-3 susunun mide

asidinden etkilenmeden dogrudan bagirsaklara ulagmasi saglanabilir.

Potansiyel probiyotik olabilecegi varsayilan Lb. paracasei C-7B ve Lc. garvieae WPS-
3 suslarinin, EPS gen kiimeleri, EPS {iretim miktari, antibiyotiyotik hassasiyeti, antimikrobiyal,
antifungal aktivitesi, hidrofobisite niteligi, HT-29 hiicre hattina tutunma yetenegi, diisiik pH ve
safra tuzuna kars1 direnci, sindirim sistemi modellemesindeki canliligi, hemolitik aktivitesi,
GABA iiretimi incelenmistir. Ancak ilerleyen donemlerde bu susun yapisal
karakterizasyonunun tam olarak aydinlatilmasi adina NMR analizi, otoagregasyon,
koagregasyon, safra tuzu hidrolazi aktivitesi, fenol direngliligi, kolesterol asimilasyon yetenegi,
bakteriyosin genlerinin varlifi, hidrojen peroksit iliretme yeteneginin tespiti ve miisin

degradasyonu gibi 6zelliklerin tespit edilmesi gerekmektedir.
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EKLER

EK-1. Bakteri Gelisiminde Kullanilan Besiyerleri

MRS (Man Rogosa and Sharpe) Broth (Merck 1.10661) (g/L)

Kimyasallar Miktar
Kazein pepton 100 g
Et ekstrati 80¢g
Maya ekstrati 40¢g
D(+) Glukoz 20.0¢g
Di-potasyum hidrojen fosfat 20¢g
Tween 80 1 ml
Di-amonyum hidrojen sitrat 20¢g
Sodyum asetat 50g
Magnezyum siilfat 02¢g
Mangan siilfat 0.04 g

Besiyeri 52.2 g/L olacak sekilde damitik su iginde eritilip otoklavda 121°C de 15 dk

sterilize edilmistir.

MRS (Man Rogosa and Sharpe) Agar (Merck 1.10660) (g/L)

Kimyasallar Miktar
Kazein pepton 100 g
Et ekstrati 80¢g
Maya ekstrati 40¢g
D(+) Glukoz 200¢g
Di-potasyum hidrojen fosfat 20¢g
Tween 80 1 ml
Di-amonyum hidrojen sitrat 20¢g
Sodyum asetat 50¢g
Magnezyum siilfat 02¢g
Mangan siilfat 0.04 g
Agar-agar 150¢g

Dehidre besiyeri 68.2 g/L olacak sekilde damitik su igerisinde ¢6ziindiiriiliip otoklavda
121°C’de 15 dk sterilize edilmistir. 45°C'ye kadar sogutularak petri plaklarina dokiilmis ve

dondurularak kullanima hazir hale getirilmistir.

118



Brain Heart Infusion (BHI) broth (g/L ) (Biolife)

Kimyasallar Miktar

Beyin kalp inflizyonu (kat1) 175¢g
Karigik pepton 100 g
Glukoz 20¢g
Sodyum kloriir 50g
Disodyum hidrojen fosfat 25¢g

Besiyeri 37.0 g/L olacak sekilde distile su ile siispanse edilmistir. Coziindiiriilen

siispansiyon otoklavda 121°C de 15 dk sterilize edilmistir. Son pH 7.4 &+ 0,2 olmaktadir.

Potato Dextrose Agar (PDA) (Merck 1.10130) (g/L)

Kimyasallar Miktar
Patates inflizyonu 40¢g
Glukoz 200¢g
Agar-agar 150¢g

Triyptic soy broth (TSB) (Merck 1.05459)) (g/L)

Kimyasallar Miktar
Kazeinden pepton 150g
Soya unundan pepton 50g
NaCl 50¢g

Triyptic soy agar (TSA) (Merck 1.05458) (g/L)

Kimyasallar Miktar
Kazeinden pepton 150¢g
Soya unundan pepton 50¢g
NaCl 50¢g
Agar-agar 150g

Blood Agar Base (Merck 1.10886) (g/L)

Kimyasallar Miktar
Kalp ekstrat1 ve peptonlar 200 g
Nacl 50¢g
Agar-agar 150g

Dehidre besiyeri 40 g/ konsantrasyonda olacak 121°C de 15 dk sterilize edildikten
sonra 45°C'ye sogutulmus %7 oraninda kan ilave edilip karistirilmistir. Bu islemden hemen

sonra petri kutularina yaklasik 20 mL dokiilerek hazir hale getirilmistir.
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Modifiye sukrozlu BHI (g/L)

Bilesim Miktar
BHI Broth 37¢g
Kazeinden pepton 5g
Et ekstrati 5¢g
Sodyum asetat 5g
Sukroz 30g
Magnezyum siilfat heptahidrat 02¢g
Tween 80 I ml
%0.8 Yumusak PDA
Bilesim Miktar (g/L)
Agar-agar 8g
Kazeinden pepton 10g
Maya ekstrati 10g
Glukoz 20g
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EK-2. Calismada Kullanilan Tampon ve Bilesimleri

1M Tris buffer (pH 8)
Bilesim Miktar (g/L)
TRIZMA-Base (Sigma) 121.11
Distile su 1 L’ye tamalanir

0.5 M EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit) (pH 8)

Bilesim Miktar (g/L)
EDTA (Sigma) 146.12
Distile su 1 L’ye tamalanir

TE buffer (10mM Tris HCIl, 1ImM EDTA, pH 8)

Bilesim Miktar (mL)
IM Tris pH 8 5 mL
0.5 M EDTA pH 8 1 mL
Distile su 494 mL

10X TBE (Tris Borat EDTA)

Bilesim Miktar (g/L)
Tris base 108
Borik asit 55

EDTA 7.5
Distile su 1 L’ye tamamlanir

Kimyasal maddelerin hepsi tartilip bir siseye koyulduktan sonra 1 litre distile su i¢ginde

¢Oziilmiistiir. lyice ¢dziinen karisimin pH's1 8.4'e ayarlanarak ¢ozelti hazir hale getirilmistir.
0.5X TBE TAMPONU pH 8.4

10X TBE c¢ozeltisinden 50 ml alinip saf suyla 1 litreye tamamlanarak hazirlanmigtir.

Agaroz jelin hazirlanmasi ve jele yiiklenen PCR amplikonlarinin yiiriitiilmesinde kullanilmistir.
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