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Onsoz

Giliniimiizde beslenme bozuklugu, stres, hava ve gida kirliligi, bilingsiz antibiyotik
kullanim1 gibi bircok sebep yliziinden alerjik reaksiyonlar, immiin sistemin
zayiflamasi, antibiyotik direnci ve bagirsak mikrobiyotasinin bozulmasi gibi insan
sagligint olumsuz yonde etkileyen durumlar ortaya ¢ikmaktadir. Bagirsak
mikrobiyotasinin dengeli olmasi, insan sagligi acisindan 6nemli bir role sahiptir.
Bagirsak mikrobiyotasi beslenme ile dogrudan iligkili olup, probiyotik ve prebiyotik
destekleri insan sagligini olumlu yonde etkilemektedir.

Biz de bu c¢aligmada, probiyotik bakterilerin insanlarda patojen olan klinik bakteri
izolatlar1 iizerine olan etkilerini belirlemeye ¢alistik.

Bu tez calismasi akademik yolculugumun baslangiciydi ve bu yolculuk ileride neler
yapabilecegimi diisiindiiren, bakis agimi genisleten, yeni fikirler edinmemi saglayan

egitici bir siirecti.

[zmir, 25.12.2019 Berna GUVENC



Ozet

Probiyotik Ozellikteki Lactobacillus ve Bifidobacterium Kokenleri ile Patojen

Bakteriler Arasindaki Etkilesimin Arastirilmasi

Yiizyillardir insanlarin diyetlerinde yer alan probiyotiklere ilgi son yillarda daha ¢ok
artmis, probiyotiklerin bagirsak faaliyetlerinin iyilestirmesi, diyare, laktoz
intoleransi, alerji, bagisikligin giiclenmesi ve hatta kanser hiicrelerinin yok edilmesi

gibi 6nemli etkileri lizerinde durulmaya baslanmistir.

Bu calismada Escherichia coli, Klebsiella pneumoniea ve Staphylococcus aureus
klinik izolatlar1 ile probiyotik oOzellikteki Lactobacillus acidophilus ve
Bifidobacterium animalis subs. lactis arasindaki etkilesimin arastirilmasi
amaclanmistir. Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Bakteriyoloji laboratuvarinda izole edilen her tiirden bes adet E. coli, K. pneumoniea
ve S. aureus kokeni ¢alismaya dahil edildi. Klinik izolatlar ile probiyotik bakteriler
arasindaki etkilesimin arastirilmasi amaciyla, bir klinik izolat ile bir probiyotik
bakteri sivi besiyerinde birlikte kiiltiir edildikten sonra kati besiyerine pasaj
yapilarak, inkiibasyondan sonra koloni sayilarindaki degisim incelendi. Probiyotik
bakterilerin siipernatanlarinin inhibisyon etkisini incelemek amaciyla agar difiizyon
yontemi ve optik yogunluk Ol¢limiine dayali yontem uygulandi. Agar difiizyon
yonteminde klinik kokenler kati besiyerine ekildikten sonra besiyerlerinde kuyular
acilarak probiyotik bakterilerin kiiltiirlerinden elde edilen siipernatanlar bu kuyulara
konuldu. Inkiibasyondan sonra kuyular etrafinda olusan inhibisyon zon caplari
degerlendirildi. Optik yogunluk o6l¢iimiine dayali yontemde ise, 0.5McFarland
bulanikligindaki klinik kokenler mikroplakalara konulup {izerlerine probiyotik
siipernatanlar1 eklenerek inkiibasyona birakildi ve inkiibasyon sonunda optik

yogunluklari 6lgiildii. Elde edilen veriler SPSS 22.0 ile yorumlandi.

Klinik izolatlar ile probiyotiklerin birlikte inkiibasyonu sonrasinda bazi klinik
kokenlerin koloni sayilarinda anlamli diizeyde olmasa da azalma gozlenirken,
probiyotik bakterilerin son pasajlarinda iireme goriilmedi. Bu yontemde yapilan
tekrarlarda farkli sonuglar elde edildi. Bu nedenle yontemin tekrarlanabilirligi ve

giivenilirliginin arttirilmast i¢in modifiye edilmesi gerektigi diisiintildii. Agar



difiizyon yonteminde, probiyotik bakteriler klinik kokenlerinin tiimiiniin {izerine
inhibitor etki gosterdi. Optik yogunluk o6lgiimleri sonucunda, B. animalis subs.
lactis’ze L. acidophilus’a gore daha yiiksek olmak {iizere, probiyotik bakterilerin
klinik kokenler iizerine %39 ile %86 arasinda degisen oranlarda inhibisyon
gosterdigi saptandi.

Probiyotiklerin olumlu etkilerinin daha genis kapsamli arastirilmasi ve insan saglig
tizerindeki etkilerinin netlestirilmesi O6nemlidir. Bu amag¢ dogrultusunda bu
calismanin bundan sonra gergeklestirilecek arastirmalara bir temel olusturacagini
diistinmekteyiz. Kullanilan yontemler modifiye edilerek, tekrarlanabilir ve giivenilir
yontemler gelistirilmelidir. Probiyotiklerin insan saglig1 iizerindeki etkilerini daha iyi
gbozlemlemek ve netlestirmek i¢in in vivo ¢alismalarin gergeklestirilmesi de dnemli

ve gereklidir.

Anahtar Kelimeler; probiyotik, patojen, inhibitor etki



Abstract

Investigation of the interaction between probiotic Lactobacillus and

Bifidobacterium strains and pathogenic bacteria

Interest in probiotics, which have taken place in people's diets for centuries, has
increased more in recent years, and the important effects of probiotics such as
recovery of intestinal activities, diarrhea, lactose intolerance, allergies, strengthening

of immunity and even destroying cancer cells have been emphasized.

The aim of this study was to investigate the interaction between the clinical isolates
of E. coli, K. pneumoniea and S. aureus and probiotic Lactobacillus acidophilus and
Bifidobacterium animalis subs lactis. Five E. coli, K. pneumoniea and S. aureus
strains of all species isolated in the bacteriology laboratory of Ege University Faculty
of Medicine, Department of Medical Microbiology were included in the study. In
order to investigate the interaction between clinical isolates and probiotic bacteria, a
clinical isolate and a probiotic bacterium were cultured together in a liquid medium
and then passaged to a solid medium to examine the change in colony counts after
incubation. Agar diffusion method and optical density measurements were applied to
investigate the effect of inhibition of supernatants of probiotic bacteria. In the agar
diffusion method, after the clinical origins were planted on solid media, wells were
drilled and the supernatants obtained from the cultures of probiotic bacteria were put
into these wells. After incubation, inhibition around wells was evaluated according to
zone diameters. In the optical density measurement method, clinical strains with
0.5McFarland turbidity were placed in microplates and probiotic supernatants were
added and incubated, then optical densities were measured at the end of incubation.
The data obtained were interpreted with SPSS 22.0.

After the co-incubation of clinical isolates and probiotics, the number of colonies of
some clinical isolates decreased but it was not found significant, in addition to that,
no growth was observed in the last passages of probiotic bacteria. Different results
were obtained in this method. Therefore, it was thought that the method should be
modified in order to increase its reproducibility and reliability. In agar diffusion
method, probiotic bacteria showed inhibitory effect on all of their clinical origins. As

a result of optical density measurements, B. animalis subs. lactis was higher than L.

\%



acidophilus, probiotic bacteria showed inhibition on clinical strains ranging from
39% to 86%.

It is important to further investigate the positive effects of probiotics and clarify their
impact on human health. For this purpose, we believe that this study will provide a
basis for further research. Reproducible and reliable methods should be developed by
modifying the methods used. It is also important and necessary to carry out in vivo

studies to better observe and clarify the effects of probiotics on human health.

Keywords; probiotic, pathogen, inhibitory effect
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1.Giris

Insan viicudu mikroorganizmalarin yasamasi i¢in uygun besin ve 1siya sahip bir
ortam olusturmakta ve bu ortamda farkl: tiirlere ait olan, insan i¢in yararli ve zararli,
birbirleriyle rakabet iginde olan bakterilere ev sahipli§i yapmaktadir (sekil 1).
Saglikli bir bireyde yararli mikroorganizmalar mikrobiyotada baskindir ve viicut
hiicreleriyle uyum icindedir. Insan viicudu yaklasik 10'* kadar mikroorganizmaya
sahiptir (Tsiouris ve Tsiouri, 2017) (Zoral, 2013) (ALP, 2008) (CAKIR &
CAKMAKCI, 2004).

Insan viicudunda bulunan gastrointestinal sistem 400m*’lik bir alan kaplarken, bu
alanin 200m?*’sini bagirsak olusturmaktadir. Saglikli bir birey insan viicudunun hiicre
sayisindan 10-20 kat fazla mikroorganizma tasimakta ve bagirsakta yaklasik 500
farklt mikroorganizma tiirii bulunmaktadir (Zoral, 2013) (Coskun, 2006) (DAMAR,
2018) (Alkan, 2017) (Nagpal ve ark., 2018).

Fetiis anne karninda sterilken dogum sirasinda ve sonrasinda mikroorganizmalar ile
kolonize olmaya baglar. Yenidoganda florayr olusturan bakteriler anne dogum
kanalinda bulunan mikroorganizmalar ile bebegin yakin ¢evresindeki insanlarda olan
mikroorganizmalardir. Bu bakteriler Enterobacteria, Bacteroides, Clostridia, gram
pozitif koklar iken, anne siiti ile beslenme baslayip devam ettikge
Bifidobacterium’lar floraya hakim olmaya baglar. Ilerleyen zamanlarda flora
gelisimini etkileyen gesitli faktorler bulunmaktadir. Bunlar: annenin aldigi besinler,
probiyotik alip almamasi, dogum sekli (vajinal veya cerrahi), bebegin primer
beslenme sekli (anne siitii veya mama), bebegin saglik durumu, immiinolojik durumu
gibi faktorler kolonizasyonu etkiler. Bagirsak florasi, iki yasindan sonra yetigskin
florasina benzer (DAMAR, 2018) (Coskun, 2006) (Ceyhan ve ALIC, 2012) (Ozden,
n.d.).

Bagirsak mikroflorasinin biiyiik bolimiinii anaerob ve fakiiltatif anaerob bakteriler
olusturmaktadir. Mikrofloranin %95’e yakinin1 Bifidobacterium, Clostridium,
Eubacterium, Fusobacterium, Peptococcus, Peptostreptococcus ve Bacteroides

olusturuken kalan %1-10°’nda ise Laktobasil, Escherichia coli, Klebsiella,



Streptococcus, Staphylococcus ve Bacillus gibi tiirler yer almaktadir (DAMAR,
2018).

OSEFAGUS
Mikroorganizma yok
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10* cfu/gr
Candida albicans

DUODENUM Helcobacter pylori
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10°-107 cfu/gr 3
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L . 4 N e - :
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10"-10"" cfuigr ! J—A' Lactobacillus
Bacteroides, Bacilus. Bifidobactenuwm % Veillonella
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Sekil 1.Gastrointestinal sistemde yer alan mikroorganizmalar (Coskun, 2006).

Bu kadar genis bir alan olan gastrointestinal sistemde mikroorganizmalar 6nemli bir
yere sahiptir ve sistemin diizenli c¢alismasina katki saglamaktadir. Bu
mikroorganizmalar genel olarak ‘probiyotik’ denilmektedir (Zoral, 2013) (ALP,
2008) (Nami ve ark., 2015) (Nagpal ve ark., 2018).

Probiyotikler, konak tarafindan alindiginda konaga yarar saglayan, safra tuzlarina ve
diisik pH’a dayanakli, epitele tutunabilen mikroorganizmalardir. Mikrobiyotaya
destek olmak, patojenlerin sayisini azaltmak, bagisikligi desteklemek gibi yararl
etkileri vardir. Probiyotik olarak en sik kullanilan tiirler Lactobacillus ve
Bifidobacterium’dur (Nami ve ark., 2015) (ALP, 2008) (CAKIR ve CAKMAKC]I,
2004) (Ohashi ve Ushida, 2009) (Isolauri, Salminen, ve Ouwehand, 2004).

Probiyotikler tarafindan kullanilan kullanilan sindirilemeyen bilesenlere prebiyotik
denir. Prebiyotikler, mikrobiyota bakterilerini sinirli sayida segip gelisimini tesvik
ederek konaga yarar saglayan bilesikleridir. Bu bilesikler flora bakterileri tarafindan

kullanilip laktik asit, biitirik asit gibi kisa zincirli yag asitlerini olustururlar. kisa
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zincirli yag asitleri ortam pH’sin1 diigiirerek minerallerin emilimini saglar (BAKIR,
2012) (DAMAR, 2018). Direngli kisa zincirli karbonhidratlar olan prebiyotikler,
insan gastrointestinal sistemindeki enzimler tarafindan par¢alanmadan kolona
ulagirlar. Prebiyotikler bagirsak mikrobiyotasindan bagimsiz olarak da patojen
mikroorganizmalarin fimbrialarina baglanarak kolonizasyonlarmi Onleyerek tek

basina immiinomodiilator gérevi goriirler (Sezen, 2013) (DAMAR, 2018).

Sinbiyotikler, probiyotik ve prebiyotiklerin bir arada bulunmasidir. Probiyotiklerin,
prebiyotik bilesenler ile birlikte verilmesiyle probiyotiklerin canlilik siirelerin daha
uzun olacagit ve etkilerinin daha kuvvetli olacag diisiiniilmektedir. Genellikle
sinbiyotik olarak bifidobakteri ve fruktooligosakkaritler (FOS), laktobasillus GG ve
iniilin, bifidobakteri ve laktobasillus ve FOS, laktobasillus ve laktilol gibi birlesimler
kullanilmaktadir (Likotrafiti, Tuohy, Gibson, ve Reastall, 2013) (DAMAR, 2018)
(BAKIR, 2012).

Probiyotik bakteriler, bagirsak mikrobiyotasini dengede tutarar ve {rettikleri
antimikrobiyaller sayesinde patojen bakteriler lizerine inhibitér etki yaparlar. Bu
ylizden insan saglig1 agisindan oldukc¢a Onemlidir. Yapilan caligmalarda bagirsak
mikrobiyotasinin diyare, enflamatuvar bagirsak bozuklugu, laktoz intoleransi, kolon
kanseri gibi hastaliklarin gelismesini baskiladigi; immiiniteyi arttirdign ile ilgili
olumlu sonuglara varilmaktadir (Saurabh, Babu, ve Chaubey, n.d.) (Inang ve ark.,
2005) (J Garssen, M Herreilers, H van Loveren, J Vos ve This, 2003) (Fuller, 1991)
(Markowiak ve Slizewska, 2017).

Prebiyotiklerin saglik {izerine olumlu etkileri mevcuttur. Sindirilemediklerinden
besin degerleri azdir ve bu sayede obeziteye yardimci olur. Kisa zincir yag asitlerinin
ve kolon bakterilerinin artigina yol acarak patojen bakteri ¢cogalmasini inhibe eder.
Floray1 diizenleyerek ishal gelisme riskini azaltir (DAMAR, 2018) (Coskun, 2006)
(Ozden, n.d.) (Demirci ve ark., 2017) (Sezen, 2013).

Intestinal floranin dengesi insanlar i¢in 6nemlidir. Bu denge hastalik, yaslilik, stres,
antibiyotik kullanimi, ¢evre faktdrleri gibi bircok faktdrden etkilenmektedir. Yapilan

calismalar gdstermistir ki, probiyotik kullanimi floranin dengeli kalmasini, patojen



kolonizasyonuna karsi bariyer olarak, immiin sistemi aktive ederek enfeksiyonlarin

azalmasini saglamistir (DAMAR, 2018) (CAKIR, 2003) (Altuntas ve Batman, 2017).

Probiyotikler ve prebiyotiklerin insan sagligina yararli olmasi tek basina yeterli
degildir. Insanlarin saglikli bir yasam igin duyarli olmalar1 gerekmektedir.
Diyetlerine 6zen gostermeliler ve rafine sekerden uzak durmali, diyetlerinde
probiyotik ve prebiyotik igeren besinler tiiketmelilerdir. Alkol, stres, gereksiz
antibiyotik kullanimi gibi zararh seylerden uzak durmalilardir (Zoral, 2013).

Starchan, ‘hijyen hipotezi’ne gore glinimiizde insanlarin mikrobiyal hijyen
kontroliiniin artmasi yeni yetisen bireylerde alerjik rinit insidansinin arttigin
gostermektedir. Insanlarda mikrofloranin immiin sistemini destekleyici oldugu

bilinmektedir. Bu nedenle probiyotiklerin alinmasi 6nemlidir (Strachan, 2000).

Bu calisma, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Bakteriyoloji laboratuvarinda izole edilen patojen bakteriler ile probiyotik 6zellikteki
Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium animalis subs. lactis arasindaki
etkilesimin incelenmesi, probiyotik 6zellikteki mikroorganizmalarin klinik kokenler
tizerindeki direkt antagonistik etkisi, ayrica probiyotik mikroorganizmalarin kiiltiir
filtratlarmimn  klinik  kokenleri  iizerindeki  etkisini  aragtirmak  amaciyla

gerceklestirilmistir.



2.Genel Bilgiler

2.1. Probiyotikler

2.1.1.  Probiyotiklerin Tanim ve Tarihgesi

Probiyotik kelimesi, Yunanca’daki ‘pro’ ve ‘biota’dan tiiremis olup ‘yasam igin’,
‘yasamsal’ anlamina gelmektedir (Coskun, 2006) (Ceyhan ve ALIC, 2012) (N. T.
Williams, 2010). Probiyotik kavram olarak ilk kez 19. Yiizyilda ortaya ¢ikmistir ve
giiniimiize kadar bir¢ok bilim insani1 i¢in merak ve ¢alisma konusu olmustur.

Bu kavram ilk kez 1908 yilinda Nobel 6diillii Rus bilim adami Elie Metchnikoff
tarafindan ortaya atilmistir. Metchnikoff, yaptig1 arastirmalarda Bulgar koyliilerinin
daha saglikli ve uzun Omiirlii olmalarinin nedeninin fermente siit tiriinlerini fazlaca
tilketmelerine baglamistir. Bunun nedenin ise bu firiinlerde bulunan bakterilerin
bagirsak mikrobiyotasini olumlu yonde etkilemesi oldugunu belirtmistir (Coskun,
2006) (CAKIR ve CAKMAKCI, 2004) (Nami ve ark., 2015).

Probiyotik terimini tibbi terminolojide ilk olarak 1954 yilinda Ferdinand Vergin’in
‘Anti und probiotika’ adli makalesinde kullanilmistir. Vergin c¢aligmasinda
probiyotiklerin antibiyotiklerin olumsuz etkilerini olumlu olarak degistiren olarak
tanimlamig ve yasam i¢in yararli oldugunu géstermistir (Sarowska ve Jama-kmiecik,
2013).

1965 yilinda Lilly ve Stillwell yayinladiklar1 ¢aligmalarinda probiyotikleri bir
mikroorganizma tarafindan salinip digerinin biiylimesini tesvik eden maddeler olarak
tanimlamuglardir (Salminen, Koletzko, Guarner, Perdigon, ve Morelli, 2005).

1974 yilinda Parker probiyotik tanimini bugiinkii anlamimna en yakin sekilde
‘intestinal sistemin mikrobiyal dengesine katkida bulunan madde ve organizmalar’

olarak tanimlamistir (CAKIR ve CAKMAKCI, 2004) (Tirmalar, 2012).



Bugiin kabul goren probiyotik tanimi1 1989 yilinda Roy Fuller tarafindan ‘intestinal
sistem mikrobiyotasini koruyup gelistirerek, konak¢i sagligina yarar saglayan canli
mikrobiyal gida katkilar1’ olarak yapilmistir (CAKIR ve CAKMAKCI, 2004) (Zoral,
2013).

Avrupali bilim insanlar1 probiyotik kelimesinin tanimina son seklini vermislerdir.
Diinya Saglik Orgiiti'nde ¢alisan bilim insanlar1 probiyotik tanimini ‘yeterli
miktarda alindiginda, konak¢1 sagligi {izerinde yararlhi etkiler yapan canli
mikroorganizmalar’ olarak tanimlamiglardir (CAKIR ve CAKMAKCI, 2004)
(Salminen ve ark., 2010).

2.1.2.  Probiyotik Mikroorganizmalarin Ozellikleri

Probiyotik olarak kullanilan laktik asit bakterileri, Bergey’s of Systematic
Bacteriology’de Boone ve Castenholz ‘un yaptigi siniflandirmaya gore Firmicutes
subesinin Bacilli smifina tiyedirler.

Laktik asit bakterileri gram pozitif, sporsuz, ¢ubuk, kok veya kokobasil formda,
oksidaz ve katalaz negatif, nitrat rediiksiyonu negatif, jelatinaz negatiftir.
Bifidobacterium’daki siiperoksit dismutaz ve katalaz, siiperoksit ve hidrojen
peroksitin toksik etkilerine karsi organizmalari korur. Lactobacillus’lar, uglart
yuvarlak, 0.6-0.9 ile 1.5-6.0 um uzunlugunda gomak, fakiiltatif anaerob, hareketsiz,
katalaz negatiftirler. pH 3’e kadar canliliklarin1 koruyabilirken, optimal pH araligi
5.5-6’dir. 40-45°C sicakliklara kismen dayanikli olsalar da tiremeleri i¢in optimum
sicaklik 35-38°C’dir. Safra tuzlarina karsi1 direng gosterirler ve ince bagirsakta
yasarlar (Kogak, Findik, ve Cift¢i, 2016) (Murat, 2012) (Duan, Yang, Niu, ve Wang,
2015) (Sezer, 2017) (DAMAR, 2018) (Ceyhan ve ALIC, 2012).

Bifidobacterium’lar, egri basil seklinde, hareketsiz, katalaz negatiftir. Genellikle
anaerop Ozellik gostermelerine ragmen oksijen toleranslar1 degiskendir. Bazilar1 %10
CO_’li ortamda iirereken, bazilar1 da siiperoksit dismutaz sayesinde oksijenin zararli
etkilerini tolere edebilir. Optimum biiyiime sicakligi 37-43 °C; optimum pH 6,5-
7°dir. Ortamimn pH degeri 4,5’dan az, 8,5’dan yiiksek oldugundan c¢ogalmalari

yavaslamaktadir. Glikoz metabolizmasi1 sonucu asetik asit ve laktik asit iiretirler.
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Glukozu, asetat ve laktata fermente ettikleri i¢in bu bakteriler heterofermentatif
ozellik gostermektedirler ve kalin bagirsakta koloni olusturmaktadirlar (DAMAR,
2018) (Murat, 2012) (Sezer, 2017) (ALP ve ASLIM, 2009) (Ceyhan ve ALIC, 2012).
Mikroorganizmalarin probiyotik olarak kabul edilebilmesi i¢in belirli 6zelliklere
sahip olmas1 gerekmektedir. Bunlar;

e Probiyotikler ¢ogunlukla insanlarin  kullanimina  yonelik  oldugu igin
mikroorganizmanin adaptasyonunu kolaylastirmak amaciyla insan kdkenli olmalidir.

e Patojen ve toksik olmamalidir.

e Sindirim sistemi boyunca canliligini koruyup bagirsaklara ulagtiginda metabolik
aktivitesini siirdiirebilmelidir.

e Mide asiditesi, safra tuzlar1 ve proteolitik enzimlere karsi direncli olmalidir.

e Intestinal mukozaya tutunabilmelidir. Bu sayede immiin sistem modiilasyonu
saglamali, patojen mikroorganizmalarin tutunmasini engellemeli, kolonizasyonunu
kalic1 hale getirmelidir. Tutunma 6zelligi biyolojik etki gosterebilmesi i¢in olmazsa
olmazdir.

e Antimikrobiyal maddeler iiretmelidir. Antimikrobiyal madde iiretme 0Ozelligini
patojen mikroorganizmalara transfer etmemelidir.

e Konagin sagligina klinik olarak kanitlanmis yarar saglamalidir.

e (ida igerisinde canliigimi koruyabilmeli, {irettigi antimikrobiyaller sayesinde
herhangi bir kontaminasyonda patojenleri ortadan kaldirabilmelidir.

e Stabil olmali, endiistriyel olarak iiretilebilmelidir (Zoral, 2013) (CAKIR ve
CAKMAKCI, 2004) (ALP ve ASLIM, 2009) (GURSOY ve KINIK, 2004) (Ceyhan
ve ALIC, 2012) (Coskun, 2006) (Ozden, n.d.) (DAMAR, 2018)

Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar EK 1.’de gosterilmistir (Zoral, 2013)
(CAKIR ve CAKMAKCI, 2004) (ALP ve ASLIM, 2009) (Coskun, 2006) (Ceyhan
ve ALIC, 2012) (Ozden, n.d.) (Ozbek, 2010).

2.1.3.  Probiyotiklerin Etki Mekanizmalan

Probiyotik 6zellige sahip bakteriler, konak yararina olacak etkiler saglamaktadir. Bu

yararl etkiler bir takim biyolojik etkilesimler ve etki mekanizmalariyla gerceklesir.
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Yapilan bazi1 caligmalarda Lactobacillus ve Bifidobacterium gibi probiyotik
mikroorganizmalarin intestinal sistemde redoks potensiyelini diisererek etki
gosterdikleri agiklanmistir (Murat, 2012).
Probiyotiklerin etki mekanizmalar1 séyle 6zetlenebilir (Markowiak ve Slizewska,
2017) (Zoral, 2013) (ALP ve ASLIM, 2009) (CAKIR, 2003) (CAKIR ve
CAKMAKCI, 2004) (Ceyhan ve ALIC, 2012) (Coskun, 2006):

1) Patojen mikroorganizmalarin iiremesini baskilamak ve sayilarinin azalmasin
saglamak

a) Inhibe edici 6zellige sahip antimikrobiyal maddeler iiretmek

b) Bagirsak pH’sin1 diistirmek

c) Besin maddeleri igin rekabete girmek

2) Mikrobiyal metabolizmay1 degistirmek

a) Sindirim sistemini destekleyen enzimler tiretmek (6rn; bakteriyel laktaz

b) Toksik maddeleri ve toksik reseptorleri yikmak (6rn; Clostridium difficile toksininin
yikimi) (Castagliuolo, Riegler, Valenick, LaMont, & Pothoulakis, 1999)

c) Bagirsak duvar fonksiyonlarini diizenlemek

3) Bagisiklik sistemini diizenlemek

a) Spesifik ve spesifik olmayan bagisikligi uyarmak

b) Antikor iiretimini arttirmak

€) Makrofaj aktivitesini arttirmak

2.1.4.  Probiyotiklerin Antagonistik Etkileri

Probiyotik bakteriler bakteriyosin, laktik asit, asetik asit, hidrojen peroksit gibi
antimikrobiyal maddeler tireterek mikrobiyotada istenmeyen diger bakterilerin
sayisin1 kontrol ederek dengeyi saglarlar. Bu etki, agiga ¢ikan son {iriinlerinlerin
ortamin pH’m1 diisiirmesinden kaynaklanmaktadir. Lactobacillus tiirleri ince
bagirsakta, Bifidobacterium’lar kalin bagirsakta bulunmaktadir (DAMAR, 2018)
(Murat, 2012).

Probiyotik bakterilerin iirettikleri antimikrobiyaller EK 2.’de gdsterilmistir.



2.1.5.  Probiyotiklerin Saghk Uzerine Etkileri

Yapilan ¢alismalar probiyotiklerin c¢esitli hastaliklar1 Onledigi ve tedavi ettigi;
dogrudan ve dolayli olarak insanlar {izerinde yararhi etkileri oldugu gosterilmistir.
Probiyotiklerin bagirsak epiteline tutunmalari; kolonizasyon, patojenlere karsi
antimikrobiyal maddeler tiretmek ve immiin sistemin aktive edilmesi igin gereklidir
(Zoral, 2013) (Murat, 2012) (Daliri ve Lee, 2015).

Yapilan ¢aligsmalarla probiyotiklerin saglik iizerine etkileri su sekilde siralanabilir:

e Diyare (Zoral, 2013) (ALP ve ASLIM, 2009) (Coskun, 2006) (Ceyhan ve ALIC,
2012) (Inang, Sahin, ve Cigek, 2005) (NANCY TOEDTER Williams, 2010).

e Antibiyotik Tliskili Diyare ve Clostridium difficile Enfeksiyonu (Zoral, 2013)
(Coskun, 2006) (Ceyhan ve ALIC, 2012) (J Garssen, M Herreilers, H van Loveren, J
Vos ve This, 2003) (Sezen, 2013) (NANCY TOEDTER Williams, 2010).

e Yolcu ishali (J Garssen, M Herreilers, H van Loveren, J Vos ve This, 2003)
(NANCY TOEDTER Williams, 2010) (Coskun, 2006).

e Enflamatuvar Bagirsak Enfeksiyonlar1 (Inang¢ ve ark., 2005) (Coskun, 2006)
(NANCY TOEDTER Williams, 2010) (Sezen, 2013).

e Irritabl Bagirsak Sendromu (Coskun, 2006) (Sezen, 2013) (Ozbek, 2010).

e Genitoiiriner Sisteme Etkileri (Coskun, 2006) (J Garssen, M Herreilers, H van
Loveren, J Vos ve This, 2003) (Ozbek, 2010) (NANCY TOEDTER Williams, 2010).

e Helicobacter pylori Enfeksiyonlar1 (Coskun, 2006) (Zoral, 2013) (Inang ve ark.,
2005) (Sezen, 2013) (Ozbek, 2010) (Ceyhan ve ALIC, 2012).

e Laktoz Intolerans1 (J Garssen, M Herreilers, H van Loveren, J Vos ve This, 2003)
(Coskun, 2006) (ALP ve ASLIM, 2009) (Daliri ve Lee, 2015).

e Kolesterol Uzerine Etkileri (Tsiouris ve Tsiouri, 2017) (J Garssen, M Herreilers, H
van Loveren, J Vos ve This, 2003) (Daliri ve Lee, 2015) (CAKIR, 2003)(Zoral,
2013).

e Atopik Hastaliklar (Coskun, 2006) (Ceyhan ve ALIC, 2012) (J Garssen, M
Herreilers, H van Loveren, J Vos ve This, 2003) (Inang ve ark., 2005).



e Kanser ve Tiimér Baskilayien Etkileri (Ozbek, 2010) (Kahraman ve Karahan,
2018) (Zoral, 2013) (Inang¢ ve ark., 2005) (Coskun, 2006) (Zoral, 2013) (Ozbek,
2010).

e Tip 2 Diyabet ve Obezite (Altuntas ve Batman, 2017).

2.2. Prebiyotikler ve Sinbiyotikler

2.2.1.  Prebiyotikler

Prebiyotik tanimu, ilk defa 1995 yilinda Gibson ve Roberfroid tarafindan “kolondaki
bir veya sinirli sayidaki bakterinin aktivitesini ve/veya biiylimesini uyararak konagi
faydali olarak etkileyen ve sonug¢ olarak konagin sagligini gelistiren sindirilemeyen
gida katkis1” olarak yapilmustir (Ozyurt ve Otle, 2014) (DAMAR, 2018) (Demirci ve
ark., 2017) (Oliveira, Pinheiro, Oliveira, Perego, ve Converti, 2009).
Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO)’niin tanimma gore “prebiyotik,
konakg1 florasindaki bakterilerin segici olarak gelisimini saglayarak konagin saglig
lizerine fayda saglayan canli olmayan gida bilesenidir”. Buna gore prebiyotikler lif
olabilir ancak her lif probiyotik degildir. Sindirilemeyen karbonhidratlar 6zellikle
oligosakkaritlerin yam sira lipidler, baz1 peptitler, seker poliolleri de prebiyotik
ozelligi gostermektedir (Tsiouris ve Tsiouri, 2017) (Demirci ve ark., 2017) (Ozyurt
ve Otle, 2014).
Prebiyotikler kolona ulastiktan sonra konak¢r metabolizmasinda gesitli etkilere yol
acarlar. Bu etkiler (DAMAR, 2018) (Demirci ve ark., 2017);

e Bagirsak mikrobiyotasini desteklemek ve bagirsak gegis mekanizmasini uyarmak

e Ishal ve kabizlik durumlarinin 6nlenmesi icin mikrobiyotay: degistirmek

e Glukoz ve kolesterol gibi maddelerin miktarin1 dengelemek, sadece konagin ihtiyaci
olan maddelerin absorbsiyonunu saglamak

¢ Bifidobacteria ve laktik asit bakterilerinin gelisimini arttirmak
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e B vitaminlerinin (B1, B2, B3, B6, B9, B12 ) iiretimini ve absorbsiyon mekanizmasini
desteklemek
e Bagisiklik sistemini uyarmak

e Cave Mg gibi minerallerin emilimini arttirmak

2.2.2.  Sinbiyotikler

Prebiyotik ve probiyotiklerin sinerjik etkisinden dolay1 bunlarin birlikte bulunduklari
besin veya katki maddelerine sinbiyotik adi verilmektedir. En iyi bilinen 6rnekler;
Bifidobacterium’lar ile fruktooligosakkaritler (FOS), Lactobacillus’lar ile laktilol,
Bifidobacterium’lar  ile  galaktooligosakkaritlerdir ~ (GOS).  Probiyotiklerin,
prebiyotiklerle verilmesinin daha uzun siire canli kalmalarini sagladigi ve hem
probiyotiklerin hem de prebiyotiklerin  etkilerinin daha fazla oldugu
diisiiniilmektedir. Yapilan bir ¢aligmada siskinlik, karin agris1 ve gaz sorunu yasayan
100 kadindan 50’sine 30 giin boyunca FOS, Lactobacillus paracasei, L. rhamnosus,
L. acidophilus ve Bb. lactis, 50’sine de plesebo uygunlamis ve sinbiyotik kullanan
hastalarda daha iyi sonuglar elde edilmis. Ayrica sinbiyotiklerin antimikrobiyal,
immiinomodiilator, antikarsinojenik, diyare Onleyici, antialerjik ve hipoglisemik
etkileri ispatlanmistir (Zoral, 2013) (DAMAR, 2018) (Coskun, 2006) (Sezen, 2013)
(Tlkgiil, 2005) (BAKIR, 2012).

2.3.Kullamilan Patojen Kokenler

2.3.1 Escherichia coli

Enterobacteriaceae ailesinin bir iiyesi olan E. coli gram negatif, spor olusturmayan,

comak seklinde, fakiiltatif anaeroplardir. Basit besiyerlerinde rerler. Katalaz testi
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pozitif iken oksidaz testi negatiftir. Karbonhidratlar1 fermente ederek asit ve gaz
olustururlar. E. coli’de bulunan polisakkarid yapidaki K1 kapsiilii bakterinin beyin-
omurilik sivisinda ve kanda canli kalmasini saglamaktadir. Tip I fimbrialari,
bakterinin kolon mukozasina baglanmasini saglar. Tip II fimbrialardan olan S
fimbria bakteriyemi yapan E. coli kdkenlerinde bulunurken; P fimbria ve X faktori
tiropatojen E. coli kokenlerinde bulunur. Escherichia cinsi lyeleri insan ve
hayvanlarin kolonlarinda yasamaktadir. Kolondan bagska bir alana (6rnegin idrar
yollar1) gegtiklerinde enfeksiyona yol agan firsat¢i patojenlerdir. Bazi E. coli suslari
bebeklerde ishal; yaslilar ve bagisikligi baskilanmis kisilerde idrar yolu
enfeksiyonuna; ayrica sepsis ve menenjite de neden olabilirler (BROOKS,
CARROLL, BUTEL, ve MORSE, 2010) (MADIGAN ve MARTINKO, 2010).

2.3.2 Klebsiella pneumoniae

Enterobacteriaceae ailesinin bir liyesi olan Klebsiella cinsi gram negatif, hareketsiz,
laktozu fermente ederler. Basit besiyerlerinde {iirerler. En belirgin ozellikleri kati
besiyerlerinde biiyiik mukoid koloniler olusturmalaridir. Ureaz enzimleri vardir. K.
pneumoniae, saglikli insanlarda ist solunum yolu ve diski florasinin % 5-10’unu
olusturur. Kapsiiler polisakkaridi, sepsise sebep olan énemli bir viriilans faktoriidiir.
K. pneumoniae hastane kaynakli enfeksiyonlardan sorumlu bakteriler arasinda yer
alir. Ayrica akcigerde pnomoni, yumusak doku enfeksiyonlari, idrar yolu
enfeksiyonlar1 olusturabilirler (BROOKS ve ark., 2010) (MADIGAN ve
MARTINKO, 2010).

2.3.3 Staphylococcus aureus

Micrococcaceae familyasindan gram pozitif, hareketsiz, sporsuz, yaklasik 1 pum

capinda, sivi besiyerinde iiziim salkimi gibi diizensiz kiimeler yapan kiiresel
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hiicrelerdir. Aerop ya da mikroaerofil kosullarda, optimum 37 °C’de iirerler. Pigment
olusturan tiirlerde en iyi pigment olusumu 22-25 °C’de ger¢eklesir. Katalaz enzimleri
bulunur. Staphylococcus aureus diger tiirlerden koagiilaz enzimlerinin varhig ile
ayrilir. Hemoliz 6zellikleri vardir. Karbonhidratlari gaz olusturmadan fermente
ederler. Kuruluga, 1stya (50 °C de 30 dakika dayanirlar) ve %9 sodyum kloriire
direnclidirler. S. aureus’un polisakkarid yapidaki kapsiilii, bakterinin dokulara ve
yabanci cisimlere (katater gibi) baglanmasini saglar. S. aureus baslica insan
patojenidir. Kalic1 mikrobiyota elemanidir ve en sik burunda bulunur. Hastane
kaynakli enfeksiyonlarin ilk sebebidir. Toksik sok sendromu, besin zehirlenmesi ve
haslanmig deri sendromu gibi toksijenik enfeksiyonlar ile bakteriyemi, sepsis,
endokardit, menenjit, pndmoni gibi piyojenik enfeksiyonlara sebep olmaktadir

(BROOKS ve ark., 2010).
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3.Gerec¢ ve Yontem

3.1. Gereg

3.1.1. Bakteri Kokenleri

Bu calismada probiyotik olarak liyofilize halde bulunan Lactobacillus acidophilus
(LA-5) ve Bifidobacterium animalis subs. lactis (BB-12) bakterileri kullanilmistir.

Patojen koken olarak Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Bakteriyoloji laboratuvarinda izole edilmis olan Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae ve Staphylococcus aureus kokenlerinden beser adet ¢alismaya dahil

edilmistir.

3.1.2.  Kullanilan Besiyerleri

Nutrient Agar (Difco)

Nutrient Broth

Siit Besiyeri

Tryptic Soy Broth

DE MAN, ROGOSA, SHARPE (MRS) Broth (Oxoid)
DE MAN, ROGOSA, SHARPE (MRS) Agar (Oxoid)
Lactobacillus Selection Agar Base (LSM) (Himedia)
Bifidus Selective Agar (BSM) (Sigma)
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3.2. Yontem

3.2.1. Bakteri Kokenlerinin Canlandirilmasi

Probiyotik olarak kullanilan liyofilize Lactobacillus acidophilus (LA-5) ve
Bifidobacterium animalis subs. lactis (BB-12) canlandirilmasinda 5 mL %10’luk siit
besiyerine (10 gram siit tozu; 100 mL distile su) 10 mg liyofilize bakteri inokiile
edilerek 37°C’de 24 saat aerob inkiibasyona birakildi. 24 saat sonra iireme
gbzlemlendi.

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji A.D. Bakteriyoloji
laboratuvarinda izole edilen Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve
Staphylococcus aureus klinik izolatlarinin -80°C’deki %10 gliserinli beyin-kalp
infiizyon broth stoklarindan nutrient agar besiyerine ekim yapildi ve 37°C’de 24 saat
aerob inkiibasyona birakildi. Kdkenlerin kontrolii i¢in 24 saatlik kiiltiirlerden EMB
besiyerine ekim yapildi ve plaklar 37°C’de 24 saat aerob inkiibasyona birakildi.

3.2.2. Kullamlan Mikroorganizmalarin Ureme Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Canlandirilan Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium animalis subs. lactis, E.
coli, K. pneumoniae ve S. aureus suslar1 igin 3’er MRS broth ve 3’er TSB besiyeri
hazirlandi. Her bir besiyeri aerob, anaerob ve mikroaerofil olmak {izere ili¢ farkli

inkiibasyona birakild1.
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Lactobacillus
acidophilus

TSB Besiyeri

MRS Besiyeri

Aerob ortam Aerob ortam

Anaerob
ortam

Anaerob
ortam

|| Mikroaerofilik
ortam

| | Mikroaerofilik
ortam

Bifidobacterium animalis subs.
lactis

MRS Besiyeri TSB Besiyeri

Aerob ortam

Aerob ortam

Anaerob
ortam

Anaerob
ortam

Mikroaerofilik
ortam

Mikroaerofilik
ortam

Sekil 2. LA-5 ve BB-12’nin MRS broth ve TSB besiyerlerinde lireme 6zellikleri

Daha sonra LA-5 ve BB-12, EMB agardaki; E. coli, K. pneumoniae ve S. aureus
MRS agardaki iirtime 6zelliklerine bakildi.

Aerob ortamda inkiibe edilen kiiltiirden inokulum alinip plaklara ekildikten sonra
aerob ortamda; anaerob ortamda inkiibe edilen kiiltiirden inokulum alinip plaklara

ekildikten sonra anaerob ortamda; mikroaerofil ortamda inkiibe edilen kiiltiirden
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inokulum almip plaklara ekildikten sonra mikroaerofil ortamda inkiibasyona
birakildu.

3.2.3. Probiyotik ve KIlinik Kokenlerin Birlikte Kiiltiir

Edilmesi

Liyofilize haldeki Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium animalis subs. lactis
kokenleri canlandirilmak iizere MRS broth besiyerine ekildi ve 37 °C’de 24 saat
aerob inkiibasyona birakildi.

Patojen ornekler -80 °C’deki stoklarindan nutrient agar besiyerine pasajlandi ve
ornekler 37°C’de 24 saat aerop inkiibasyona birakildi.

24 saatlik kiiltiirii yapilan her bakteri ayr1 ayri MRS broth besiyeri ile 0.5 McFarland
bulanikligina ayarlandi. 0.5 McFarland ayarli bakteri siispansiyonlart 1/1000
oraninda seyreltildi. 5 ml MRS broth besiyerine seyreltilen bakteri siispansiyonlari
37 °C’de 24 saat aerob ortamda 100 Rpm’de ¢alkalamali etiivde inkiibasyona
birakildi. 24 saatlik kiiltiirlerin her biri 1/100000 oraninda steril serum fizyolojik ile
seyreltilip 10 pL 6rnek alindiktan sonra MRS agar besiyerine ekim yapildi. Agar
plaklar 37 °C’de 18 saat aerob inkiibasyona birakildi. Ertesi giin koloni sayimi
yapildi.

24 saatlik inkiibasyondan sonra her bakteri kiiltiirii ayr1 ayrt MRS broth besiyeri ile
0.5 McFarland bulanikligina ayarlandi. Bu bakteri siispansiyonlart 1/1000 oraninda
seyreltildi. Bakteri siispansiyonlart LA-5 ile E. coli, LA-5 ile K. pneumoniae, LA-5
ile S. aureus; BB-12 ile E. coli, BB-12 ile K. pneumoniae, BB-12 ile S. aureus son
hacim 10 ml olacak sekilde birlestirilerek 37 °C’de 18 saat aerob ortamda 100
Rpm’de calkalamali etiivde inkiibasyona birakildi. Ertesi giin LA-5 ile E. coli, LA-5
ile K. pneumoniae (sekil 7) ve LA-5 ile S. aureus ko-kiiltiirleri 1/1000 oraninda steril
serum fizyolojik ile seyreltilip 10’ar pL 6rnek almip LA-5 koloni sayisindaki
degisimi gozlemek i¢cin LSM agar besiyerine; 1/100000 oraninda seyreltilip E. coli
ve K. pneumoniae koloni sayisindaki degisimi gozlemek i¢cin EMB agara; 1/100000
oraninda seyreltilip S. aureus koloni sayisindaki degisimi gézlemek i¢in mannitol

agar besiyerine ekim yapildi. BB-12 ile E. coli (sekil 8), BB-12 ile K. pneumoniae ve
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BB-12 ile S. aureus ko-kiiltiirleri 1/100000 oraninda steril serum fizyolojik ile

seyreltilip BB-12 koloni sayisindaki degisimi gozlemek i¢cin BSM agar besiyerine; E.

coli ve K. pneumoniae koloni sayisindaki degisimi gozlemek i¢cin EMB agara; S.

aureus koloni sayisindaki degisimi gézlemek i¢in mannitol agar besiyerine kantitatif
ekim yapildi. LSM agar 37 °C’de 70-72 saat %3-5 CO, etiivde; BSM agar 37°C’de

48 saat anaerob ortamda; EMB agar ve mannitol agar besiyerleri 37 °C’de 18 saat

aerob ortamda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda koloni sayimlar1 yapildi.

Deney ti¢ kez tekrar edildi. Belirlenen koloni sayilarinin ortalamasi alindi (Fooks ve
Gibson, 2002) (Fijan, Sulc, ve Steyer, 2018) (Kalkan, 2016)

_f—&

0.5 McFarland LA-5

1/100  seyreltilmis MRS agar

Sekil 3. LA-5 MRS agar besiyerine kantitatif ekilmesi

—

0.5 McFarland
E. coli+LA-5

1/100  seyreltilmis
E.coli+LA-5

LSM agar

EMB agar

Sekil 4. E. coli ve LA-5"nin birlikte kiiltirden EMB agar ve LSM agara kantitatif

ekim
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3.2.4.  Agar Difiizyon Yontemi

Lactobacillus acidophilus ve ve Bifidobacterium animalis subs. lactis 'in %10’luk siit
besiyerindeki 24 saatlik kiltlirlerinden MRS broth besiyerine pasaj yapildi ve 37
°C’de 24 saat aerob inkiibasyona birakildi. Klinik izolatlar nutrient agar
besiyerindeki 24 saatlik kiiltiirlerinden MRS broth besiyerine pasaj yapildi ve 37
°C’de 24 saat aerob inkiibasyona birakildi.

Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium animalis subs. lactis’in MRS
broth’daki 24 saatlik kiiltiirleri; LA-5 i¢in McFarland bulanikligi 8,5 ve BB-12 i¢in
McFarland bulanikligr 11 olacak sekilde 1,5 mL’lik santiriij tliplerine konuldu.
Kiiltiirler 100.000 rpm, 4 °C’de, 20 dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanlar
0.22 um filtreden (ISOLAB, Syringe Filter) gecirilerek steril edildi (Coman ve ark.,
2014) (Prabhurajeshwar ve Chandrakanth, 2017).

Patojen orneklerin 24 saatlik kiiltiirlerinden inokulum alinip steril serum fizyolojik
ile 0.5 McFarland bulanikligina ayarlandi. 0.5 McFarland bulanikligindaki
orneklerden nutriet agar besiyerlerine ekim yapildi. Ekim yapilan agar besiyerlerine
steril pipet uclar1 kullanilarak kuyucuklar agildi. A¢ilan bu kuyucuklara filtre edilmis
olan Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium animalis subs. lactis
stipernatanlar1 100’er pL eklendi. Bir¢ok agar difiizyon yonteminde inkiibasyon
stiresi 24-48 saat; inkiibasyon sicakligi 37°C olarak belirtilmis olmasina ragmen,
calismamizda yaptigimiz denemelerde 25°C’de 12-16 saatler arasinin antimikrobiyal
etkide onemli oldugu, bu saatlerde inhibisyon zonlarmin en net gézlemlendigi;
ilerleyen saatlerde zonlarin azaldigi ve 24. saat sonunda ¢ok nadir olsa da sadece
birkag izolatin antimikrobiyal etkisini korudugu gozlendi. Bu nedenle ¢alismada 16
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda zon g¢aplari 6lgiildii. Inhibisyon zon ¢ap1 Smm’den
kiiciik olanlar zayif derecede inhibisyon, 5-10mm arasi olanlar orta derecede
inhibisyon ve 10mm’den biiylik olanlar ise giiclii derecede inhibisyon olarak
yorumlandi. Bu yontem ii¢ tekrarli gergeklestirildi (Naderi ve ark.,, 2014)
(Shokryazdan ve ark., 2014) (Hiitt, Shchepetova, Loivukene, Kullisaar, ve Mikelsaar,
2006) (Halder, Mandal, Chatterjee, Pal, ve Mandal, 2017) (Ertekin ve Con, 2014)
(Delcaru ve ark., 2016) (Khalid, Siddiqi, ve Mojgani, 1999) (Duan ve ark., 2015)
(Quraishi ve ark., 2018) (Zago ve ark., 2011) (Rodriguez-Palacios, Staempfli,
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Duffield, ve Weese, 2009) (Dubourg, Elsawi, ve Raoult, 2015) (Abdel-daim ve ark.,
2013).

3.2.5. Optik Yogunluk Ol¢iimii

Lactobacillus acidophilus ve ve Bifidobacterium animalis subs. lactis ’in %10’luk siit
besiyerindeki 24 saatlik kiiltiirlerinden MRS broth besiyerine pasaj yapildi ve 37
°C’de 24 saat aerob inkiibasyona birakildi. Klinik izolatlarin nutrient agardaki 24
saatlik kiiltiirlerinden MRS broth besiyerine yapilan pasajlar 37 °C’de 24 saat aerob
inkiibasyona birakildi.

Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium animalis subs. lactis’in MRS
broth’daki 24 saatlik kiiltiirleri; LA-5 i¢cin McFarland bulaniklig1 8,5 ve BB-12 i¢in
McFarland bulanikligi 11 olacak sekilde 1,5 mL’lik santiriij tiiplerine 1 ml olarak
konuldu. Kiiltirler 100.000 rpm, 4 °C’de, 20 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
stipernatanlar 0.22 pum filtreden gegirilerek bakteriler uzaklagtirildi. Steril serum
fizyolojik kullanilarak, elde edilen siipernatanlarin bulanikliklar1 0.5 McFarland
olarak ayarlandi (Coman ve ark., 2014) (Prabhurajeshwar ve Chandrakanth, 2017).
Klinik izolatlarin bakteri yogunlugu densitometre (DEN-1) ile 0.5 McFarland
bulanikligina ayarlandi. Bu islem her patojen kdken igin gerceklestirildi. Daha sonra
her bir bakteri siispansiyonundan 100’er pL alinarak 96 kuyucuklu mikroplaklarin 3
kuyucuguna konuldu. Bu kuyucuklara 30’ar pL silipernatan ilave edildi. Siipernatan
kontrolii i¢in birer kuyucuga yalnizca Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium
animalis subs. lactis kiiltiirinden elde edilen 30 pL siipernatan konuldu. Ayrica
bakteri iireme kontrollerine ve besiyeri kontrollerine de yer verildi. Mikroplaklar
37°C’de aerob kosullar altinda bir gecelik inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonunda mikroplaklar 600nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda (Varioskan
Flash, Thermo Fisher Scientific, US) okutuldu (Lash, Gourama, ve Mysliwiec, 2002)
(Hiitt ve ark., 2006) (Jones ve Versalovic, 2009) (Rodriguez-Palacios ve ark., 2009).
Elde edilen degerler asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi ve klinik izolatlarin

inhibisyon ylizde degerleri belirlendi.
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% inhibisyon = 100 x {1 — (DOs/ DOc)}

DOs — siipernatan eklemis kuyucuklarin optik yogunluk degeri
DOc — negatif kontroliin optik yogunluk degeri

Optik yogunluklar 6l¢iildiikten sonra elde edilen veriler SPSS 22.0 ile yorumlandi
(Pehrson, Mancilha, ve Pereira, 2015).
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4.Bulgular

4.1. Mikroorganizmalarin Ureme Ozellikleri

Boim 3.1.1.1°de anlatildigi gibi Lactobacillus acidophilus (LA-5) (sekil 6) ve
Bifidobacterium animalis subs. lactis (BB-12) (sekil 5) siit besiyerinde inkiibe edilip,

daha sonra MRS agarda koloni morfolojilerine bakildi. Klinik izolatlar nutrient agar

ve EMB agar besiyerlerinde iiredi.

Sekil 5. Bifidobacterium animalis subs. lactis’in 1s1k mikroskobunda 100x10

biiylitmede goriiniimii
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Sekil 6. Lactobacillus acidophilus’un 1sik mikroskobunda 100x10 biiyiitmede

gorunimu

Canlandirilan Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium animalis subs. lactis, E.
coli, K. pneumoniae ve S. aureus suslart MRS broth ve TSB besiyerlerine inokiile
edilerek 18-24 saat 37 °C’de ti¢ farkli atmosfer ortaminda inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonucu elde edilen sonuglar tablo 1°de gdsterilmistir:

23



Tablo 1. Deneyde kullanilan bakterilerin TSB ve MRSB besiyerlerindeki {ireme

K. K.
Bakteri BB- |BB- |E. E. _ _|S. S.
LA-5/LA-5 ) _|pneumonia | pneumonia
kokenleri 12 (12 |coli |coli aureus |aureus
e e
Besiyeri MRS MR MRS
TSB TSB TSB TSB MRSB TSB MRSB
ozelligi B SB B
AEROB |- + + + + + + + + +
ANAERO
- + + + + + + + + +
B
MIKRO
|- + + + + + + + + +
AEROFIL
ozellikleri

Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium animalis subs. lactis’in EMB agar

besiyerinde; E. coli, K. pneumoniae ve S. aureus’'un MRS agar besiyerinde farkli

atmosterik ortamlarda {ireme 6zelliklerine bakildi. Hazirlanan agar plaklar 18-24 saat

37°C’de inkiibe edildi. Sonuglar tablo 2’de gosterilmistir:

Tablo 2. Deneyde kullanilan bakterilerin EMB ve MRS agar besiyerlerindeki tireme

ozellikleri
) K.
LA-5 BB-12 E. coli ) S. aureus
pneumoniae
EMB EMB MRS Agar |MRS Agar |MRS Agar
Aerob - - + + +
Cok az
Anaerob - Zayif iireme | Cok az iireme | Zay1f lireme
ureme
Mikroaerofil - - Az lreme |Az lireme +
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4.2.

Birlikte Inkiibasyon Sonuclar

Probiyotik 6zellikteki BB-12 ve LA-5 ile klinik izolatlar birlikte inkiibasyona bolim

3.2.1°de anlatildig1 gibi hazirlandi. Klinik izolatlarin koloni sayilarindaki degisimler

Tablo 3, Tablo 4 ve Tablo 5’da gdsterilmistir:

Tablo 3. E. coli koloni sayisindaki degisim

BB-12 ile | LA-5 ile
inkibasyondan | inkiibasyondan | inkiibasyon inklibasyon
once (cfu/ml) |sonra (cfu/ml) |sonrasi (cfu/ml)|sonrasi (cfu/ml)

E1l 70x10’ 41x10’ 63x107 45x10’
E2 15x10’ 47x107 71x107 20x10’
E3 26x10’ 47x10’ 53x10’ 16x107
E4 74x107 205x10’ 94x107 116x107
ES 23x107 268x10’ 85x107 27x10’
Tablo 4. K. pneumoniae koloni sayisindaki degisim

BB-12 ile | LA-5 ile
inklibasyondan | inkiibasyondan | inkiibasyon inkibasyon
once (cfu/ml) |sonra (cfu/ml) [sonrasi (cfu/ml) |sonrasi (cfu/ml)

K1 145x10’ 111x10’ 283x10’ >500x10’
K2 100x10’ 140x10’ 364x107 452x10’
K3 115x10’ 20x10’ 49x10’ 60x107
K4 94x10’ 38x10’ 13x107 2x107

K5 304x107 133x10’ 152x10’ 121x10’
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Tablo 5. S. aureus koloni sayisindaki degisim

BB-12 ile [ LA-5 ile
inklibasyondan [inklbasyondan [inkibasyon inkiibasyon
once (cfu/ml) [sonra (cfu/ml) [sonrasi (cfu/ml) |sonrasi (cfu/ml)

S1 186x10° 1x107 67x10’ 22x10’
S2 165x10° 1x107 21x107 11x107
S3 277x10° 65x107 88x107 77x107
S4 159x10° 60x10’ 30x107 78x107
S5 234x10° 87x107 103x10’7 63x107

Ureme kontrolu amaciyla MRS s1v1 besiyerinde aerob ortamda inkiibasyona birakilan

probiyotik bakterilerde tireme gbézlendi. Bu besiyerlerinden alinan inokiilumlar LA-5

icin LSM besiyerine ekim yapilarak CO;’li ortamda; BB-12 i¢in BSM besiyerine

ekim yapilarak anaerob ortamda inkiibasyona birakildi. Fakat kati besiyerlerinde

tireme saptanmadi. Ayn1 durum klinik kokenlerle birlikte inkiibe edilen probiyotik

bakterilerde de gozlendi.

Klinik kokenlerin de probiyotiklerle birlikte kiiltiirlerindeki koloni sayilarinda

anlaml sekilde azalma olmadi. Fakat klinik kokenlerin koloni sayilarinda anlamli bir

sekilde artis da gozlemlenmedi. Yani probiyotikler, klinik kdkenlerinin koloni

sayilarini sabit tuttugunu soylebiliriz.
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Sekil 7. L. acidophilus (mor renkli basiller) ile K. pneumoniae (pembe renkli koklar)

birlikte inkiibasyonu sonucunda 151k mikroskobunda 100x10 biiyiitmede goriiniimii
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Sekil 8. Bifidobacterium animalis subs. lactis (mor renkli basiller) ve E. coli (pembe

renkli basiller) 1s1k mikroskobunda 100x 10 biiyiitmede goriiniimii

4.3. Agar Difiizyon Yontemi Sonuclar:

Probiyotiklerin  antimikrobiyal ozelliklerinin  belirlenmesinde  kullandigimiz
yontemlerden biri de agar diflizyon testidir. Bu amagla probiyotik 6zellikteki BB-12
ve LA-5 siipernatanlarmin  klinik izolatlar iizerindeki inhibisyon etkisi

degerlendirildi.
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Sekil 9. K. pneumoniae izolatlar1 tizerinde L. acidophilus siipernatanlarinin

inhibisyon etkisi goriintiisii
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-, s

Sekil 10. K. pneumoniae izolatlar1 iizerinde B. animalis subs lactis siipernatanlarinin

inhibisyon etkisi goriintiisii
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Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium animalis subs. lactis’in inhibisyon degerleri

tablo 6, tablo 7 ve tablo 8’de gosterilmistir:

Tablo 6. E. coli kokenleri tizerine LA-5 ve BB-12’nin inhibisyon zon ¢aplari
Bakteri kokenleri LA-5 (Zon c¢ap1- BB-12 (Zon c¢api-

mm) mm)
El 10+1 10+1
E2 11+1 11+1
E3 12+1 161
E4 10+1 1041
E5 12+1 12+1

Tablo 7. K. pneumoniae kokenleri {izerine LA-5 ve BB-12’nin inhibisyon zon ¢aplari (sekil
9 ve sekil 10)
Bakteri Kokenleri LA-5 (Zon c¢api- BB-12 (Zon capi-

mm) mm)
K1 8«1 6+1
K2 8+1 10+1
K3 7+1 12+1
K4 10£1 15+1
K5 8«1 10+1
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Tablo 8. S. aureus kokenleri tizerine LA-5 ve BB-12"nin inhibisyon zon g¢aplari

Bakteri Kokenleri

S1 15+1
S2 14+1
S3 10+£1
S4 8+1
S5 14+1

LA-5 (Zon ¢api-mm) BB-12 (Zon c¢api-

mm)
16+1

16+1

71

71

14+1

Calismamizda 5 E. coli izolati, 5 K. pneumoniae izolati; 5 S. aureus izolati ile L.

acidophilus ve B. animalis subs. lactis stipernatanlart kullanilmistir. Arastirma

sonucunda L. acidophlilus ve B. animalis subs. lactis siipernatanlarinin E. coli

izolatlar tizerinde giiclii derecede inhibisyon yaptigt; L. acidophlilus siipernatani K.

pneumoniae izolatlarinin birinde giiglii derecede, dordiinde orta derecede inhibisyon

gosterirken, B. animalis subs. lactis siipernatan1 K. pneumoniae izolatlarinin

dordiinde giiclii derecede inhibisyon, birinde orta derecede inhibisyon yaptigi; L.

acidophlilus siipernatani S. aureus izolatlarinin dérdiinde gii¢lii derecede inhibisyon,

birinde orta derecede inhibisyon, B. animalis subs. lactis siipernatan1 S. aureus

izolatlarinin {igiinde giiglii derecede inhibisyon, ikisinde orta derecede inhibisyon

yaptig1 goriilmektedir.

4.4,

Optik Yogunluk Degisim Sonuclar

Bu yontem 3.2.4. boliimde belirtildigi sekilde hazirlandi. Ilk olarak LA-5 ve BB-

12’nin inhibisyon etkisinin klinik izolatlarin arasinda fark olup olmadigina bakildi.
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Grafik 1. LA-5 ve BB-12’nin E. coli {izerindeki inhibisyon yiizdeleri

Grafik 1’de LA-5 ve BB-12’nin E. coli iizerindeki inhibisyon etkinliginin yiizdeleri
gosterilmistir. LA-5’nin E. coli suslarinin iizerindeki etkisi incelediginde suslar
tizerindeki ylizde inhibisyon ortalamasi 48+5,562-80.28+3,757 arasinda degisim
gosterdi ve inhibisyon etkisi suslara gére anlamli diizeyde farklidir (Kruskal Wallis
test, X2=8,340, p=0. 015).

LA’nin suslar arasinda inhibisyon etkinligine bakildiginda LA-5’nin E1 susu
tizerindeki etkinligi tlim sugslara kiyasla anlamli diizeyde azdir (p<0.01). LA, E1
susunda en az inhibisyon saglamistir. LA-5’nin E3 ve E5 iizerindeki inhibisyon
etkinliginde 6nemli 6l¢iide degisim gosterdi ve LA-5, E3’¢ gore E5’de ortalama %14
daha fazla inhibisyon sagladi (p<0.01) (Post Hoc test, Games-Howell; p=0.006).
BB-12’nin E. coli suslarinin iizerindeki etkisi incelediginde suslar tizerindeki yiizde
inhibisyon ortalamasi 72.02+1,911-82.03+0,816 arasinda degisim gosterdi ve BB-
12’nin suslar arasinda inhibisyon etkinligine bakildiginda anlamli diizeyde farklidir
(Kruskal Wallis test, X2=13,243, p=0,010). BB’nin suslar arasinda inhibisyon
etkinligine bakildiginda E2, E1’e gore ortalama %10 daha fazla inhibisyon olurken
(p=0.013); E3’de E2’ye kiyasla ortalama %8 daha fazla inhibe olmustur
(p=0.038)(Post Hoc test, Games-Howell).
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Ayrica LA-5 ve BB-12 E. coli suslarinin tizerindeki inhibisyon etkiligi kiyaslandi.
Grafik 1’de de goriildiigii gibi BB’nin etkinligi LA’nin etkiligine gore E1 (f =60,099,
p=0.000), E2 (f =9,502, p=0.012), E3 (f =6,320, p=0.031) klinik izolatlarinda anlaml
diizeyde yiiksektir. Ayrica E4 ve ES iizerindeki LA-5 ve BB-12 etkileri benzerdi
(p>0.05)(One-way ANOVA).
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Grafik 2. LA-5 ve BB-12’nin K. pneumoniae iizerindeki inhibisyon yiizdeleri
Grafik 2°de LA-5 ve BB-12’nin K.pneumoniae iizerindeki inhibisyon etkinliginin
yiizdeleri gosterilmistir.

LA-5’nin K. pneumoniae suslarinin {izerindeki etkisi incelediginde suslar tizerindeki
yiizde inhibisyon ortalamasi 45,13+5,033-81.64+ 2,707 arasinda degisim gosterdi ve
inhibisyon etkisi suslara gore anlamli diizeyde farklidir (Kruskal Wallis test,
X2=23,733 p=0. 000). LA-5’nin suslar iizerindeki etkisine bakildiginda K4 ve K5
anlamli diizeyde daha az inhibe olmustur. En etkili oldugu sus ise
K2’dir(p<0.05)(Post Hoc test, Games-Howell).

BB-12’nin K. pneumoniae suslarmin iizerindeki etkisi incelediginde suslar
tiizerindeki ytlizde inhibisyon ortalamasi 55,75+ 2,617-86.03+ 0,380 arasinda degisim
gosterdi. BB-12’nin suglar iizerindeki etkilerine bakildiginda LA-5’nin etkileriyle
benzer sonuclar elde edilmistir. BB’nin etkinligi en az K4 ve K5 suslarinda
goriiniirken; en iyi inhibisyon K2 susunda goriilmiistiir(p<0.05)(Post Hoc test,
Games-Howell).

LA-5 ve BB-12, K. pneumoniae suslarinin iizerindeki inhibisyon etkiligi kiyaslandi.
Grafik 2’de de goriildiigii gibi BB-12’nin etkinligi LA-5"nin etkinligine goére Kl
(f=12,498, p=0.005), K3 (f=10,259, p=0.009) ve K5 (f=6,483, p= 0.029) suslarinda
daha yiiksekken; LA-5 ve BB-12’nin inhibisyon etkileri K2 ve K4 suslarinda

benzerdir(p>0.05)(One-way ANOVA).
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Grafik 3. LA-5 ve BB-12’nin S. aureus iizerindeki inhibisyon yiizdeleri

Grafik 3’de LA-5 ve BB-12’nin S. aureus iizerindeki inhibisyon etkinliginin
yiizdeleri gosterilmistir.

LA-5’nin S. aureus suslarinin iizerindeki etkisi incelediginde suslar lizerindeki yiizde
inhibisyon ortalamast 39.10+4,664-73.55+ 1,613 arasinda degisim gosterd, ve
inhibisyon etkisi suslara gore anlamli diizeyde farklidir (Kruskal Wallis test,
X?=20,202 p=0.000). LA-5"n1n suslar {izerindeki etkisine bakildiginda S3 susunun en
az inhibe oldugu goriilmektedir. Ortalama %34 inhibisyon oraniyla LA-5’dan en ¢ok
etkilenen sus S5’tir(p<0.05)(Post Hoc test, Games-Howell).

BB-12’nin S. aureus suslarinin iizerindeki etkisi incelediginde suslar tlizerindeki
yiizde inhibisyon ortalamasi 51.98+4,746-79.33+ 0,817 arasinda degisim gosterdi.
BB-12’nin suslar {izerindeki inhibisyon etkisine baktigimizda, diger suslara kiyasla
S3’iin anlamh diizeyde azdir(p<0.05). En 1yi etkiyi S2 susu lizerinde gostermistir. S2
susu, S3’e gore ortalama %27 anlamh diizeyinde daha fazla inhibe
olmustur(p<0.05)( Post Hoc test, Games-Howell).

S. aureus suslari tizerinde LA-5 ve BB-12 inhibisyon etkilerini kiyaslamak gerekirse
grafik 10’da da goriildiigii gibi BB daha etkili goriilmiis ve bu etki S1 (6,632,
p=0.028), S2 (f=17,223, p=0.002) ve S4 (=6,341, p=0.030) suslar1 anlaml1 diizeyde
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daha fazla inhibe olmusken; S3 ve S5 suslar1 benzerdir(p>0.05)(One-way ANOVA).
Tablo 9°da LA-5 ve BB-12’nin inhibisyon etkisinin E. coli, K. pneumoniae ve S.
aureus arasinda  dagilimin  analizi  gorilmektedir.  Klinik  6rneklerin
karsilastirilmasinda Games-Howell (One-way ANOVA, Post Hoc test) kullanilmustir.
Lactobacillus inhibisyon etkisine bakildiginda klinikler 6rnekler arasinda anlamli
diizeyde bir fark olmadig1 goriilmektedir (p>0.05)(tablo 9.)

Bifidabacterium inhibisyon etkisine bakildiginda ise E. coli’nin S. aureus’a gore
%6.9 daha fazla inhibe oldugu (p<0.05); K. pneumoniae’nin inhibisyonunda anlamli
bir fark olmadigi (p>0.05) gortilmektedir (tablo 9.)
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Tablo 9. LA-5 ve BB-12 Siipernatanlarinin Inhibisyon Etkisinin Klinik Ornekler

Arasinda Karsilastirilmasi

%095 Giiven Aralig

Fark
ortalam
Uygulama ast
Probiyotik (uy Uygulama (U?) | (U*-U? | SD **p Alt sir | Ust sinur
LA-5 E. coli K. pnemonia | 4.71 3.60 | 0.397 -3.97 13.39
S. aureus 7.20 3.35 | 0.090 -0.87 15.27
K. E. coli -4.72 3.60 | 0.397 -13.39 | 3.97
pnemonia | S. aureus 2.49 3.83 |0.794 -6.73 11.70
S.aureus | E. coli -7.20 3.35 | 0.090 -15.27 | 0.87
K. pnemonia -2.49 3.83 | 0.794 -11.70 | 6.73
BB-12 E. coli K. pnemonia | 4.80 2.50 | 0.005 1.15 5.35
S. aureus 6.93* | 229 |0.002 1.70 6.00
K. E. coli -4.80 0.005 535 |-1.15
pnemonia s "3y reus 212|051 |0.609 -0.88 | 2.08
S.aureus | E. coli -6.93* | 0.73 | 0.002 -6.00 -1.70
K. pnemonia -2.12 0.51 | 0.609 -2.08 0.88

*ortalama fark 0.05 seviyesinde 6nemlidir

**Post Hoc testi (Games-Howell).
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5. Tartisma

Insan kolon mikrobiyotas1 doganin ii¢ biiyiik grubu olan Arkea, bakterya ve dkaryay1
iceren biiylik ve kompleks bir mikroorganizma toplulugudur. Bu inanilmaz simbiyoz
yasam, dogum sirasinda vajinal flora ile olusup, ¢evresel, hormonal, beslenme sekli
gibi farktorlerle sekillenir. Yetiskin bir bireyin bagirsak mikrobiyotasinda
Bacteroides ve Firmicutes gruplarinin baskin oldugu bir ¢ogunun kiiltiiriiniin
yapilamadigi 1000’1 agkin tiir bulunmaktadir (Donaldson, Lee, ve Mazmanian, 2015)
(Tuohy ve ark., 2017). Bu mikrobiyota, metabolik faaliyetler, biyoaktif maddelerin
sentezi, bagirsak fonksiyonlarinin iyilestirilmesi, patojenlere direng gibi faaliyetler
ile konagin sagliginda 6nemli bir rol oynamaktadir (Grimoud ve ark., 2010).
Probiyotikler ve prebiyotiklerin insan sagligi agisindan onemi giderek daha iyi
anlagilmaktadir. Probiyotiklerin ¢esitli mekanizmalarla gastointestinal sistemdeki
patojen bakterilerin liremesini kontrol altina aldig1 hatta inhibe ettigi bildirilmektedir
(Isolauri, Salminen, ve Ouwehand, 2004). Probiyotiklerin prebiyotikler ile birlikte
(sinbiyotik) ve diizenli olarak alinmasi daha etkili ve faydalidir. Bagisiklik sisteminin
regille edilmesi, kanser Onleyici, sindirim sorunlarinin iyilismesi, alerjik
reaksiyonlarda azalma gibi etkiler goriiliir (Roberfroid, 2000) (In ve Nutrition, n.d.)
(Schrezenmeir ve Vrese, 2001)

Bir mikroorganizmanin probiyotik olarak degerlendirilebilmesi i¢in insan orijinli
olmasi, toksik ve patojen olmamasi, mide asidine direncli olmasi, safra tuzlar1 ve
enzimlere dayanikli olmasi, bagirsak hiicrelerine tutunabilmesi ve kolonize olmasi,
alindiginda canlinin intestinal sisteminde yararli etkiler gostermesi gerekmektedir.
Bu bakteriler cogunlukla Lactobacillus, Bifidobacterium ve Enterococcus gibi dogal
florada bulunan bakterilerdir. Probiyotik bakteriler, gastrointestinal sistemdeki
patojenlerle tutunma ve besin i¢in rekabete girerek onlar1 sistemden
uzaklastirilmasina yardimci olmaktadir (Shenderov, 2011) (In ve Nutrition, n.d.)
(DAMAR, 2018) (Fao, Working, Report, Guidelines, ve London, 2002).

Probiyotik bakterilerin antimikrobiyal etkisinin belirlenmesinde birden ¢ok yonteme

bagvurulmaktadir. Elde edilen sonuglari etkileyen bir¢ok faktor bulundugu igin
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kullanilan yontemlerin higbiri giivenilir ve tekrarlanabilir sonug vermemektedir. Bir
yontemde antimikrobiyal etki gosteren bir izolat bagka bir yontemde bu 6zelligini

gostermeyebilmektedir (Sezer, 2017).

Cesitli caligmalarda patojen bakteriler ile probiyotik mikroorganizmalarin birlikte
kiiltiiri  sonucu probiyotiklerin patojen bakteriler {izerine inhibisyon etkisi
arastiritlmistir. 2017 yilinda bir calismada fermente meyve ve sebzelerden izole
edilmis ve Bioresource Koleksiyon ve Arastirma Merkezi’den satin alinan toplam
370 laktik asit bakterisinin tretral patojen olan Staphylococcus saprophyticus
tizerindeki antimikrobiyal etkisini birlikte kiiltiir ederek gozlemlemislerdir. Calisma
sonucunda S. saprophyticus’un canli kalma yiizdesinde anlamli azalma oldugu
gortilmistiir (Tsai, Lai, Lin, ve Hsieh, 2017). Coman ve ark. yaptiklar1 bir ¢aligmada
L. rhamnosus, L. paracasei ve ikisinin kombinasyonunun birgok patojen o6zellik
tagilyan gram negatif, gram pozitif ve mayalar {izerindeki inhibisyon etkileri
degerlendirilmis. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda patojen bakterilerin inhibe
edildigi goriilmiis ve gram negatif patojenlere karsi inhibisyon etkisinin daha giiclii
oldugu sonucuna varilmistir (Coman ve ark., 2014).

Bir ¢alismada Lactococcus lactis’in Salmonella enterica serovar Typhi iizerindeki
etkisine ko-kiiltiir ile bakilmis. L. lactis ve S. typhi modifiye edilmis ve pH:6.5
ayarlanmis besiyerlerinde kiiltiir etmislerdir. Bu deneyde bir reaktdr tasarlanmais; iki
adet 1L sise yan yana konmus ve siseler altlarindan birbine igerisinde 0.22um caph
membrane filtre olan bir tiip ile baglamislardir. Her iki siseye L. lactis ve S. typhi i¢in
ayr1 ayr1 besiyeri konulmus ve 180 rpm’de ¢alkalayici inkiibatorde kiiltiir etmislerdir.
Bakteri tiremesi ge¢ yogun faza gecene kadar saat bagi besiyeri bulanikliginin optik
yogunluk Ol¢limii ile izlenmistir. Bakterilerin maksimum ve spesifik iireme orani
optik yogunluk logaritmik grafi§ine gore analiz edilmis ve yapilan analizler
sonucunda, S. typhi’nin tiremesinin, L. lactis’in trettigi laktik asit nedeniyle
baskilandig belirtmislerdir (Kumar, Kundu, ve Das, 2018).

Bu ¢alismada L. acidophlilus ve B. animalis subs. lactis’in E. coli, K. pneumoniae ve
S. aureus Klinik izolatlar1 ile birlikte kiiltiirii sonucu patojen bakterilerin ilgili
besiyerinde tUredikleri goriilmiis fakat her tekrarda sayilabilir ve istikrarli koloni
sayist gozlemlenmemistir. Probiyotik bakteriler ise deney tekrarlarinda ilgili kati

besiyerlerinde bazen iireme gdsterirken bazen de lireme gostermemistir.
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Litaratiire bakildiginda probiyotik 6zellikteki bakteriler ile yapilan g¢aligmalarda
bakterilerin canliliginin ve biyokimyasal 6zelliklerinin korunmasi olduk¢a zor bir
durum oldugu gorilmustir. Gegen zaman ve pasaj tekrarlari, canliik ve
biyokimyasal 6zelliklerin ifade edilmesi lizerinde ters etki yarattigi diisiiniilmektedir
(Sezer, 2017).

Probiyotik olarak kullanilan bakterilerin patojen 6zellik tasiyan bakterilere karsi
antagonist etkisinin belirlenmesinde en ¢ok kullanilan yontemlerden biri agar
difiizyon yontemidir. Bu ydntem ile probiyotik bakterilerin iiretmis olduklar
antimikrobiyal maddelerin patojen bakterilere olan etkisi gézlemlenir. Naderi ve ark.
yaptiklar1 ¢alismada farkli antibiyotiklere karsi dirence sahip olan 10 farkli E. coli
kokeninin tizerinde L. acidophilus, L. casei ve L. rhamnosus siipernatanlarinin
inhibitoér etkisinin oldugunu gostermistir. 2016 yilinda yapilan bir calismada
Bifidobacterium tiirlerinin enteropatojenik ve enteroinvaziv E. coli ve K.
pneumoniae’ye karsi bakterisidal etki sergiledigini gostermislerdir (Delcaru ve ark.,
2016). Baska bir caligmada gida kaynakli olan S. aureus, Listeria monocytogenes
ATCC 5672 ve E. coli O157:H7 patojenlerine kars1 L. acidophilus, B. longum ve L.
plantarum’un antimikrobiyal etkisi arastirilmis; en giiglii inhibisyonu L. acidophilus
yaparken, onu B. longum ve L. plantarum’un takip ettigi saptamistirlardir (EI-Kholy,
El-Shinawy, Meshref, ve Korny, 2014). Yapilan baska bir ¢caligmada L. rhamnosus,
L. paracasei ve bu iki susun birlikte oldugu bir karisimin bazi gram pozitif, gram
negatif ve mayalar iizerindeki etkilerine bakilmis, gram negatif bakteri grubundan K.
pneumoniae’da en genis inhibisyon zonu, gram pozitif bakteri grubundan
Enterococcus faecium’da en genis inhibisyon zonu goriilirken maya grubunda
inhibisyon zonu olmadig1 belirtilmistir (Coman ve ark., 2014). Bazi agar difiizyon
testi calismalarinda c¢esitli Lactobacillus suslarinin S.aureus iizerinde inhibisyon
yapmadigi bildirilmistir (Khalid ve ark., 1999) (Coman ve ark., 2014). Tejero-
Sarinena ve ark 2012 yilinda yaptiklari c¢alismada ¢esitli Lactobacillus ve
Bifidobacterium siipernatanlarinin  degisen konsantrasyonlardaki antimikrobiyal
etkisine bakilmis, kullanilan bazi1 gram pozitif ve gram negatif patojenler lizerinde
antimikrobiyal etki yaptig1 saptamistirlardir (Tejero-Sarifiena ve ark., 2012).

Trivedi ve ark. yaptiklari ¢alismada, genetigi degistirilmis kolisin E2 salgilayan L.

brevis DT24 susunun ve L. brevis’in iiropatojenik E. coli iizerindeki inhibisyon
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etkisine bakmiglardir. Bir gecelik kiiltiirden siipernatan elde edip, siipernatanlarin
pH’simn1 6.5 ayarlayarak kullanmiglardir. Hazirlanan deney sonucu kolisin E2
salgilayan L. brevis DT24 susunun, L. brevis’den daha etkili oldugunu saptamiglardir
(zon caplari sirastyla; 56mm, 23mm).

Bir arastirmada ise izmir ilinden toplanan tulum peynirlerinden izole edilen 7 tane L.
fermentum’un E. coli ATCC25922, P. aeruginosa ATCC27853, K. pneumoniae
ATCC25656, S. aureus ATCC29213 ve MRSA iizerindeki antimikrobiyal etkisi agar
difiizyon yontemi ile saptanmustir. L. fermentum’un bir gecelik kiiltiirlinden
stipernatan elde edilmis, bu siipernatan 0.5 McFarland ayarli indikator bakterilerin
ekildigi besiyerinde a¢ilan kuyulara eklenmis ve inkiibasyona birakilmiglardir. Deney
sonucunda L. fermentum suslarmin hepsi E. coli ATCC25922 ve P. aeruginosa
ATCC27853 kokenlerini inhibe ettigini bildirmislerdir (Tulumoglu, Kaya, ve
Simsek, 2014).

Bu calismada her iki probiyotik bakteri tiirtinden elde edilen siipernatanlarin klinik
izolatlar tizerine inhibisyon etkisi oldugu gozlemlendi. BB-12 siipernataninin
inhibisyon etkisinin, LA-5’ten daha yiiksek oldugu saptandi. Ayni tiire ait klinik
izolatlarin probiyotik siipernatanlarindan farkli diizeylerde etkilendikleri goriildii.
Bunun nedeninin, her izolatin farkli hastalardan elde edilmis olmasi, bakterilerin
tireme Ve biyokimyasal 6zelliklerindeki farkliliklar olabilecegi diisiiniildii. Delcaru
ve ark. ¢alismalarindaki agar difiizyon yontemini, kat1 besiyerinde kuyucuk agmadan
ve probiyotik Bifidobacterium sp. kokenlerinin kiiltiirlerinden inokiil alarak kati
besiyerine damlatilmasiyla gergeklestirmiglerdir. Bu aragtirmada agar difiizyon
yontemi, kati besiyerinde kuyucuk agip bu kuyucuklara LA-5 ve BB-12
stipernatanlarinin eklenmesiyle gerceklestirildi. Her iki ¢alismada da probiyotikler
E.coli ve K. pneumoniae kokenlerini inhibe etmistir. Khalid ve ark. ise
caligmalarinda probiyotik siipernatanlarinin pH’1n1 7’ye ayarlayarak agar difiizyon
yontemini uygulamislar ve E. coli ve S. aureus {izerine inhibisyon saptamamuislar; bu
caligmada ise pH ayarlamasi yapilmamis siipernatanlar direkt kuyucuklara konulmus

ve E. coli ve S. aureus iizerine inhibisyon gozlenmistir.

Optik  yogunluk Olgiim  yontemi antimikrobiyal etkinin incelenmesinde

kullanilanlardan biridir. Bu yontem probiyotik bakterilerin iirettikleri bakteriyosin
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etkilerinin herhangi bir etkiye maruz kalmadan gostermesini ve sicaklik, pH gibi
etkilerin bakteriyosinler tlizerindeki etkisinin hizli bir sekilde goriinmesine olanak
vermektedir. Yapilan bir ¢alismada L. plantarum siipernataninin gesitli gram negatif
ve gram pozitif bakteriler lizerindeki antimikrobiyal etkisi incelenmis, hem gram
pozitif hem de gram negatif bakteriler {izerinde inhibisyon etkisi oldugu
gozlenlenmis (Lash ve ark., 2002). Baska bir ¢alismada ise probiyotik 6zellige sahip
L. acidophilus, L. rhamnosus, L. fermentum ve L. plantarum siipernatanlarinin 3
farkli enteropatojenik Escherichia coli ve Shigella sonnei, Shigella dysenteriae ve
Salmonella enteritidis tizerine etkileri optik yogunluk ile dlgiilmiis ve inhibisyon
yiizdeleri tizerinden degerlendirme yapilmis ve deney sonunda tiim Lactobacillus
suslart 3 farkli enteropatojenik E. coli, Shigella sonnei ve Salmonella enteritidis
tizerinde anlamli diizeyde (p<0.05) %?24-%51 inhibisyon ylizdesi goriilmiisken
Shigella dysenteriae tizerinde sadece L. fermentum inhibisyon etkisi gézlemislerdir

(Estevao, Freitas, ve Pehrson, n.d.).

Bu ¢alismada BB-12 siipernataninin E. coli, K. pneumoniae ve S. aureus tizerindeki
inhibisyon etkisi LA-5’ninkinden daha yiiksek oldugu gozlendi ve probiyotik
bakterilerin klinik kokenler tizerine %39 ile %86 arasinda degisen oranlarda
inhibisyon gosterdigi saptandi. Lash ve ark. yaptiklart ¢aligmada probiyotik
stipernatanin1  pH:4.8’e  ayarlayarak optik yogunluk Ol¢iimii  yOntemini
gerceklestirmisler ve yliksek oranda inhibisyon etkisi gozlemislerdir. Bu ¢alismada
siipernatanlarda pH degeri ayarlamadan gergeklestirildi ve inhibisyon etkisi gézlendi.
Arastirmalarda sikca kullanilan agar diflizyon yonteminde baska bakterilere karsi
antimikrobiyal madde iireten bakterilerin etkinliginin belirlenmesi; siipernatanin
agara iyi difiize olmasina ve antimikrobiyal bilesiklerin 6zelliklerinin yitirmemesine
baghdir. Buna ek olarak, her test edilecek farkli bakteri icin farkli besiyerleri
kullanilmasimi1 gerektiginden maliyet de artmaktadir. Optik yogunluk o6l¢iim
yonteminde ise test edilen mikroorganizma ve siipernatan direkt sivi ortamda birlikte
bulunmaktadir. Siipernatanin bu ortamda daha etkin oldugu goriilmistiir. Ayrica
optik yogunluk Olgim yOntemi verileri istatistiksel olarak kolaylikla

yorumlanabilmektedir.
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6.Sonuc ve Oneriler

Insan viicudu birgok yararli ve zararli mikroorganizmanin rekabet i¢inde yasadig bir
ekosistemdir. Yararli mikroorganizmalar mikrobiyotayr olusturur. Mikrobiyota
sindirim sistemi boyunca yerlesip 0Ozellikle bagirsak islevinin iyilestirilmesinde
O6nemli bir rol oynamaktadir.

Gilintimiizde stres, dengesiz beslenme, alkol ve sigara kullanimi, diizensiz antibiyotik
kullanim1 gibi etkenler bagirsak florasinin bozulmasina yol agmakta ve insan
hayatinda olumsuz etkiler yaratmaktadir. Bundan dolayr mikrobiyotay: destekleyici

probiyotik, prebiyotik ve sinbiyotik kullanim1 6nem kazanmustir.

Bu arastirmada probiyotik bakteriler ile patojen bakteriler arasinda nasil bir etkilesim
oldugunu hem bakterileri bir arada inkiibe ederek hem de sadece probiyotik
bakterilerin irettikleri maddelerin patojenler {iizerindeki etkilerini belirlemek
amaglandi. Bu ama¢ dogrultusunda farkli yontemler kullanildi. Probiyotikler ile
patojenlerin bir arada kiiltiir edilmesi oldukca zahmetli, emek yogunlugu fazla olan
bir ¢alismadir. Her bakterinin lireme ihtiyaglar1 farklidir. Birlikte kiiltiir edildikten
sonra bakteri kolonilerinin sayiminda her bakteri igin ayirt edici besiyeri kullanilmasi
gerekmektedir. Calismaya dahil edilen koken sayisi arttikca maliyet ve is yiiki de
buna paralel olarak artmaktadir. Ayrica birlikte kiiltiir yonteminde uygulanan
tekrarlarda, belirlenen koloni sayilarinin kabul edilebilir aralikta olmamasi bu
yonteme olan giivenilirligi azaltmaktadir. Deneyin tekrarlanabilir olmamasinin
sebepleri olarak, probiyotik bakterilerin iireme hassasiyetlerinin yiiksek olmasi ve
tekrarlanan pasajlarda tireme 6zelliklerini yitirdigi diistiniilmektedir. Birlikte kiiltiir
yonteminin tekrarlanabilirligini ve gilivenilirligini arttiracak sekilde modifiye

edilmesi gerekmektedir.

Diflizyon yontemi, probiyotik bakterilerden elde edilen siipernatan igerisindeki
antimikrobiyal bilesiklerin, patojen bakteriler iizerine etkisini in vitro olarak

incelemek i¢in uygulanan tekrarlanabilir ve gilivenilir bir yontemdir. Bu yontemde de
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inkiibasyon siiresinin ve slipernatan miktarinin belirleyici oldugu diisiiniilmektedir.
Ciinkii kuyulara konulan siipernatanlarin inhibisyon etkisinin inkiibasyonun 18.
saatinden sonra azalmaya basladig1i ve inkiibasyon siiresi uzadik¢a yok oldugu
gbzlenmistir. Inkiibasyon siiresinin uzatilmasi gerektiginde, belirli araliklarla

stipernatan eklenmesi ile antimikrobiyal etkinlik daha iyi gézlemlenebilir.

Optik yogunluk olgtimiinde mikroplaka ile ¢alisildig1 igin oldukga diisiik hacimlerde
patojen bakteri ve probiyotik siipernatanlari kullanildi. Daha biiyiik hacimler ile
yapilan c¢aligmalarin deney sonucu nasil etkileyeceginin arastirilmasi gerektigi
diistiniilmektedir. Ayrica belirli saatlerde Ol¢lim yapmak ve/veya probiyotik

siipernatan hacminin arttirilmasinin da sonuglar tizerindeki etkileri incelenmelidir.

Probiyotiklerin olumlu etkilerinin daha genis kapsamli arastirilmasi ve insan saglig
tizerindeki etkilerinin netlestirilmesi O6nemlidir. Bu amag¢ dogrultusunda bu
calismanin bundan sonra gerceklestirilecek aragtirmalara bir temel olusturacagini
diisiinmekteyiz. Bu gibi in vitro calismalardan elde edilen bulgular daha fazla sayida
ve gesitlilikte patojen bakteri ve daha fazla sayida probiyotik bakterinin kullanildig:
calismalar ile desteklenmelidir. Kullanilan yodntemler modifiye edilerek,
tekraralanabilir ve giivenilir yontemler gelistirilmelidir. Probiyotiklerin insan saglig
tizerindeki etkilerini daha 1yi gozlemlemek ve netlestirmek i¢in in vivo c¢alismalarin

gerceklestirilmesi de onemli ve gereklidir.
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