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Bu ¢aligmada; Tiirkiye kokenli Nisin A {ireticisi Lactococcus lactis subsp. lactis LL27
susunun probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in, antimikrobiyel aktivite, antibiyotik
direnclilik diizeyi, mide asitligine direng, bagirsak sisteminde yasamda kalma kabiliyeti,
bagirsak epiteline tutunma yetenegi, bagirsak patojenleri ile epitel hiicrelerine
tutunmada yarigmaci olup olmadigi incelendi ve susun yiiksek diizeyde probiyotik
potansiyeli tasidig1 sonucu elde edildi. Tutunma denemeleri sonucunda L. lactis subsp.
lactis LL27 susunun Caco-2 ve CCL-221 bagirsak hiicrelerinin her ikisine de tutunma
ozelligi gosterdigi ve LL27 susunun tutunma oraninin kullanilan hiicre tiplerine gore
degistigi belirlendi. LL27 susunun S. Typhimurium SL1344 ve E. coli ETEC
bakterilerinin, Caco-2 hiicrelerine tutunmalarini sirasiyla % 45.41 ve % 73.69 oraninda
inhibe ettigi belirlendi. Ayrica bu susun yiiksek hidrofobisite (% 83.48+1.45) 6zelligine
sahip oldugu tespit edildi. L. lactis subsp. lactis LL27 susunun DPPH siiplirme
kapasitesi (% 75+3) ve demir iyonu selatlama aktivitesi (% 29.5+3) bulgularina gore
LL27 susunun bagirsak mukozasindaki oksidatif strese karsi koyabilecegi sonucuna

varildi.
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ABSTRACT
Master Thesis
PROBIOTIC PROPERTIES OF Lactococcus lactis subsp. lactis LL27
Dilek KAYA OZDOGAN

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Mustafa AKCELIK

In this study, antimicrobial activity, antibiotic resistance level, resistance to stomach
acidity, viability in intestinal system, adhesion ability to intestinal epitel, posibility of
being a competitor with intestinal pathogens in adhesion to epitelium cells were studied
to determine the probiotic properties of the Turkey origined strain Lactococcus lactis
subsp. lactis LL27 which is the Nisin A producer; and, this strain was determined as
having high level of probiotic potential. As a result of adhesion experiments,
Lactococcus lactis subsp. lactis LL27 exhibited adhesion properties to both Caco-2 and
CCL-221 intestinal cells and it is determined that the adhesion rate of the strain LL27
changed according to cell types that used. This strain inhibited the adhesion rate of S.
Typhimurium SL1344 and E. coli ETEC strains at a level of % 45.41 and % 73.69,
respectively. We also determined that the strain had a high hydrophobicity property (%
83.48+1.45). According to the DPPH scavenging capacity (%75+3) and iron ion
chelating activity (% 29.5+3) of the L. lactis subsp. lactis LL27 it was concluded that

LL27 strain could resist against the oxidative stress of intestinal mucosa.

January 2011, 62 pages
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1. GIRIS

Belirli miktarlarda tiiketildiginde bagirsak florasini diizenleyerek konake¢1 sagligi
tizerinde olumlu etkilere neden olan mikrobiyel gida katkilar1 “probiyotik” olarak
tanimlanmaktadir. Probiyotiklerin tiiketici sagligi iizerinde yarattig1 etkilerin
arastirildigr mikroorganizma gruplarinin basinda laktik asit bakterileri gelmektedir.
Laktokoklarin da i¢inde bulundugu laktik asit bakterileri, bagirsak sistemi
mikroflorasinin dengesinin korunmasinda anahtar rol oynamaktadir (Fuller 1989, Reid
ve Bocking 2003). Diyet, stres, gebelik Onleyici uygulamalar ve mikrobiyel
enfeksiyonlar sonucu, oOzellikle laktobasiller ve bifidobakterilerin populasyonunda
diisme meydana gelmekte ve sindirim sistemi mikrobiyel florasinin dengesi
bozulmaktadir (Hosel ve Altwein 2005). Laktik asit bakterileri, patojenik
mikroorganizmalarin kolonizasyonunu engellemek suretiyle bagirsak sistemi florasinin
dengede tutulmasinda anahtar rol oynamaktadir. Bu bakterilerde patojen
mikroorganizmalara karsi ana savunma mekanizmalari, epitelyal yiizeylere yarismaci
tutunma, hidrojen peroksit ve bakteriyosin tiretim 6zellikleridir (Boris ve Barbes 2000,

Reid ve Burton 2002, Brink vd. 2006).

Laktokoklar, basta tiim diinyada endiistriyel iiretimi yapilan 500’e yakin peynir tiirii
olmak {izere, ¢ok sayida fermente siit {irliniiniin eldesinde starter kiiltiir suslar1 olarak
kullanilmaktadir. Lactococcus lactis siit teknolojisinde kullanilan en 6nemli starter
bakteri tiirtidiir. Laktokoklarin probiyotik karakteristikleri tizerinde yapilan sinirli sayida
calisma insan kokenli suslarla yiiriitiilmistiir. Bu calismalarda elde edilen veriler bazi
suslarin gastrointestinal sistemin stres kosullarinda canliligin siirdiirebildigini ve diisiik
diizeyde de olsa, bagirsak epiteli hiicrelerine tutunmada patojenlerle yarisabildigini
gostermistir (Caridi 2002, Todorov ve Dicks 2005, Todorov vd. 2007). Laktokoklarin
insan kaynakli suslar1 yaninda, ¢ig siit ve fermente siit iirlinlerinden izole edilen
suslarinin da probiyotik 6zelliklerinin tanimlanmasi, starter kiiltiir susu se¢iminde kritik
bir 6nem tasimaktadir. Gida kokenli laktokok suslarinin 6zellikle ¢ig siit ve fermente siit
iriinleri ile yliksek diizeyde tiiketimi, bagirsak florasina adaptasyonlarini artiran temel

kriterdir (Delgado vd. 2007, Parracho vd. 2007). Diger yandan degisik destek



materyalleri ile gida sisteminde kullanilmalar1 halinde s6z konusu tutunma

karakteristikleri artirilabilmektedir (Kim vd. 2006).

Probiyotik bakterilerin gida ve saglik alanindaki énemi bu alanda kullanilacak yeni
bakteri suslarinin arastirilmasi gerekliligini ortaya ¢ikarmaktadir. Laktokoklarin siit ve
siit iirtinlerinde, dogal olarak yaygin bulunmasi, antimikrobiyel 6zellik gostermesi ve
bakteriyosin iiretme potansiyellerinin yiiksek olmasi gibi sebepler goz oniine alinarak
bu tez ¢alismasinda gida kokenli bir nisin ireticisi olan L. lactis subsp. lactis LL27
susunun in-vitro gastrointestinal sistem kosullarinda yagsamda kalmasi, Caco-2
hiicrelerine yarigmaci tutunmasi, hidrofobisite karakteristikleri ve antioksidan etkisi

saptanarak, probiyotik karakteristiklerinin tanimlanmas1 amag¢lanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Lactococcus Cinsinin Genel Ozellikleri ve Stmflandirilmasi

Lactococcus cinsi (laktokoklar); Laktik Asit Bakterileri (LAB) grubunda yer alan,
Gram-pozitif, katalaz-negatif, spor olusturmayan, hareketsiz, fakiiltatif anaerob ve tek
(0,5-1,5 um), ciftler ya da kisa zincirler halinde bulunabilen kok sekilli bakterilerdir. B
hemolitik aktiviteleri yoktur fakat zayif a hemolitik aktiviteye sahiptirler (Casalta ve
Montel 2008). Enerji eldeleri, siitiin fermentasyonu sonucunda laktozu homofermentatif
yolla laktik aside doniistiirmeleri seklindedir (Schleifer 1987, Schlegel 1997, Furet vd.
2002). Laktokoklar bu metabolik yol ile seker molekiiliinden az miktarda enerji elde
edebilmektedirler. Enerji kazanimlarin yeterli seviyeye getirebilmek i¢in, bu metabolik
yolu ¢ok hizli bir sekilde kullanirlar. Bu durum sonucunda siit iirlinlerinde hizl
asidifikasyon meydana gelmektedir. Laktokoklar, vitaminler ve aminoasitler gibi
metabolitler i¢in ¢ok sinirli bir anabolizmaya sahiptirler. Bu nedenle vitaminler ve
aminoasitler gibi gelisme faktorlerinin biiylik bir kismimi ¢evreden saglamaktadirlar
(Schleifer 1987, Furet vd. 2002). Laktokoklarin optimum gelisme sicakliklar1 30 °C dir.
10 °C’nin altinda ve 45 °C’nin tizerindeki sicakliklarda, % 6.5 NaCl varliginda ve ortam
pH’sinin 9.6 olmasi durumunda gelisemezler (Stiles ve Holzapfel 1997). Lancelfield
serolojik grup N iiyesi olan Lactococcus cinsine ait bakterilerde fonksiyonel sitrik asit
dongiisii ve solunum enzimleri bulunmamaktadir. Ancak bu bakteriler, diisiik oranda
oksijeni flavin tip NADH oksidaz, NADH peroksidaz ve siiperoksit dismutaz
enzimlerine sahip olduklari i¢in kullanabilmektedirler. Katalaz enzim sistemleri
olmadigindan, aerobik kosullarda hidrojen peroksit ortamda birikebilmekte ve hiicresel
yapilarin bozulmasina yol agarak bakteriyel gelisimi engelleyebilmektedir. Flavin tip
NADH oksidazlar ve NADH peroksidazlar, disiik diizeyde hidrojen peroksit
rediiksiyonunu  gergeklestirdikleri  i¢in,  laktokoklar = mikroaerofilik  olarak
tanimlanmaktadir. % G+C oran1 34—42 arasinda degisim gosteren laktokoklarin genom
biiytikliikleri ortalama 2.5 Mega baz (Mb)’dir. (Teixeria vd. 1996, Schlegel 1997, van
Niel vd. 2002).



Laktokoklar; Schleifer ve arkadaslar1 (1985) tarafindan Streptococcus ve Lactobacillus
cinslerinin bazi tlirlerinin yeniden siniflandirilmasi ile ortaya ¢ikmis ve bu cins 16 S
rRNA dizileri ile dogrulanan kemotaksonomik ¢alismalara dayanilarak dogrulanmistir.
(Schleifer ve Killper-Bélz 1987, Collins vd. 1989, Casalta ve Montel 2008). Birgok
Lancefield grup N laktik asit bakterileri Streptococcus cinsinden Lactococcus cinsine

transfer olmustur (Schleifer vd. 1985, Stiles ve Holzapfel 1997).

Cizelge 2.1 Lactococcus cinsinin siniflandirilmasi (Casalta ve Montel 2008)

Tiirler Alttiirler

Lactococcus garvieae -

Lactococcus piscium -

Lactococcus plantarum -

Lactococcus raffinolactis -

L. lactis subsp. cremoris

Lactococcus lactis L. lactis subsp. hordniae

L. lactis subsp. lactis

Laktokoklar genellikle bitkilerde ve hayvanlarin derilerinde bulunurlar. L. garvieae
baliklardan, hayvanlardan ve siitten, L. piscium somon baligindan, L. plantarum
cogunlukla bitkilerden izole edilmektedir. L. raffinolactis nadiren ¢ig siitte ve
peynirlerde bulunur (Williams vd. 1990, Casalta ve Montel 2008). L. lactis subsp.
cremoris ve L. lactis subsp. lactis ¢ogunlukla ¢ig siit, peynir ve diger siit tirtinlerinde
bulunur. Bu iki alttiir genellikle tiretimin ilk giinii yliksek seviyelere ulagir ve bunu ¢ig

stit peynirlerinin olgunlagmasi siiresince devam ettirir (Casalta ve Montel 2008).

L. lactis’in alttiirleri laktik asit bakterilerinin ticari olarak en yaygin kullanilanlar1 ve bu
nedenle en 6nemli olanlaridir. Bu tiire ait alt tiirler 6zellikle siit endiistrisinde kullanilan
mezofilik starter kiiltliirler arasinda en ¢ok tercih edilen bakterilerdir. Fizyolojik,
biyokimyasal Ozellikleri ve gidalar {izerine etkileri yaygin olarak calisilmaktadir
(Teuber vd. 1991, Stiles ve Holzapfel 1997). L. lactis subsp. lactis, arjinin hidrolizi
sonucu amonyak olusturma ve 40 °C’de gelisebilme yetenekleriyle, L. lactis subsp.
cremoris’den ayrilmaktadir (Klijn vd. 1991, Salama vd. 1991, Stiles ve Holzapfel
1997).



L. lactis tiirii basta olmak tizere Lactococcus cinsinin iiyelerinin ¢ogunlugu insan ve
hayvan sagligt agisindan tiiketilmelerinde sakinca  bulunmayan  giivenilir

mikroorganizmalar (GRAS) olarak siniflandirilmaktadir (Salminen vd. 1998).

L. lactis subsp. lactis ve L. lactis subsp. cremoris siit fermentasyonu igin starter kiiltiir
olarak tek baslarina ya da diger laktik asit bakterileri ile kombine halde uzun zamandir
kullanilmaktadir  (Beresford vd. 2001, Casalta ve Montel 2008). Siit
fermentasyonundaki asil gorevleri L-laktik asit iireterek asidifikasyonu saglamaktir.
Bunun yanisira organik asit ve nisin gibi ¢esitli bakteriyosinleri liretme yeteneklerinden
dolay1 gidalarin korunmasi1 amaci ile de yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Delves-

Broughton vd. 1996, Casalta ve Montel 2008).

Laktokoklar tizerindeki genetik ¢aligmalar endiistriyel iiretim siireglerinde kritik 6neme
sahip laktik fermentasyon stiregleri, kazein yikimi, sitrattan diasetil {iretimi ve faj
ataklarina direng basliklar1 lizerinde yogunlasmaktadir. Laktokokar tarafindan iiretilen
ve genellikle yakin akraba tiirler {izerinde inhibisyon etkinligine sahip protein yapida
olan bakteriyosinler en genis c¢alisma alanina sahip konudur. L. lactis suslar
Clostridium botulinum ve sporlarinin da dahil oldugu Gram-pozitif bakterilere karsi
etkili ve en dnemlisi nisin olan ¢esitli bakteriyosinler iiretmektedir (Stiles ve Holzapfel

1997).

2.2 Probiyotikler

2.2.1 Probiyotiklerin tanim ve tarihcesi

Probiyotik kelimesi Latincede ‘yasam i¢in’ anlamina gelen ‘biotikos’ dan tiiretilmis ve
ilk defa 1965 yilinda, Lilly ve Stillwell adli arastirmacilar tarafindan, diger
mikroorganizmalarin gelisimini destekleyen maddeleri tanimlamak i¢in kullanilmistir
(Parracho vd. 2007). Probiyotikler ve saglik lizerine olumlu etkileri ile ilgili ilk ¢calisma
19. yilizyilin sonlarinda Rus bilim adami Metchnikoff tarafindan gercgeklestirilmistir.
Metchnikoff bagirsak mikroflorasi iizerine yaptigi yogun calismalar sonucunda

fermente siit {riinlerinin viicutta bulunan toksik bir maddeden zehirlenmeyi



engelledigini 6ne siirmiistiir (Metchnikoff 1907, Fuller 1989, Gismondo ve Drago
1999).

Probiyotikler, tliketicinin sagligina bagirsak mikrobiyel florasin1 koruyarak ve
gelistirerek yarar saglayan, canli mikrobiyel gida katkilar1 olarak tanimlanmaktadir
(Fuller 1989, Saarela vd. 2000). Probiyotik kelimesini Avrupali bilim insanlari, viicuda
alindiginda konakg¢inin gastrointestinal mikroflorasina olumlu etkileri olan canh

mikroorganizmalar olarak tanimlayarak son seklini vermiglerdir (Kneifel vd. 1999).

Probiyotikler, fermente gida iiriinlerinden, eczacilik preparatlarina kadar genis bir
kullanim alanina sahiptir (Salminen vd. 1998). Probiyotik bakteri kiiltiirlerinin
kullanimi, istenilen mikroorganizmalarin gelismesini uyarmak ve potansiyel zararl
bakterilerin gelismesini engellemek suretiyle viicudun dogal korunma mekanizmasini

giiclendirmek seklindedir (Saarela vd. 2000).

Laktik asit bakterileri probiyotik mikroorganizmalarin en oOnemli grubunu
olusturmaktadir. Bunlarin igerisinde Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleri en yaygin
olarak kullanilan probiyotik mikroorganizmalardir. Bunlarin yani sira bazi bakteri
cinsleri ile maya ve kif tiirlerinden de probiyotik {riinlerin hazirlanmasinda

yararlanilmaktadir (Cizelge 2.2) (Billoo vd. 2006, Kim vd. 2006).



Cizelge 2.2 Probiyotik iiretiminde kullanilan mikroorganizmalar (Salminen vd. 1998)

Lactobacillus

turleri

Lactobacillus cellobiosus
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus brevis
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus curvatus

Lactobacillus fermetum

Lactobacillus plantarum
Lactobacillus jonhsonii
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus salivarius

Lactobacillus gasseri

Bifidobacterium

Bifidobacterium adolescentis

Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium infantis

Bifidobacterium longum

tiirleri
Bifidobacterium breve Bifidobacterium thermophilum
) Bacillus subtilis Bacillus licheniformis
Bacillus ) . .
Bacillus pumilus Bacillus coagulans
tiirleri

Bacillus lentus

Pediococcus

Pediococcus cerevisiae

Pediococcus acidilactici

tiirleri )

Pediococcus pentosaceus
Streptococcus Streptococcus salivarius ssp. thermophilus
tirleri Streptococcus intermedius

Bacteriodes

turleri

Bacteriodes capillus

Bacteriodes suis

Bacteriodes ruminicola

Bacteriodes amylophilus

Propionibacterium

Propionibacterium shermanii

tiirleri Propionibacterium freudenreichii
Leuconostoc Leuconostoc mesenteroides ssp.  mesenteroides
tiirleri
Aspergillus niger
Kiifler )
Aspergillus oryzae
Saccharomyces cerevisiae
Mayalar

Candida torulopsis




2.2.2 Probiyotik mikroorganizma se¢im kriterleri

Probiyotik mikroorganizmalarin se¢im kriterleri; giivenilirlik, teknolojik ve fonksiyonel

yonler olmak tizere {i¢ temele dayandirilmaktadir.

2.2.2.1 Giivenilirlik Kriterleri

Probiyotik kullanim amaciyla yeni cins ve tiirlerin se¢giminde, FAO/WHO tarafindan
Onerilen uyulmasi zorunlu gilivenlik kriterlerine dikkat edilmesi gerekmektedir.
Giivenilirlikle ilgili kriterler asagidaki spesifikasyonlar: icermektedir (Saarela vd.

2000):

. Insanlarin tiiketecegi gidalarin iiretiminde kullanilacak suslarin insan orjinli
olmasi tercih edilmelidir. Insan orijinli olmamasma ragmen Saccharomyces boulardi
insanlarin tiikketimi i¢in kullanilmaktadir. Buna karsin tiire bagli olarak ortaya
cikabilecek problemlerden sakinmak agisindan bu 6zellik 6nem tagimaktadir.

o Patojenik bir gegmise sahip olmamalidir. Sus, patojenik suslarin da dahil oldugu

bir tiire ait ise kullanilmadan 6nce detayli klinik arastirmalar1 yapilmalidir.

o Gastrointestinal hastaliklarla ve endokard enfeksiyonlariyla iligkili olmamalidir.
o Susun kesin hatlarla tanisinin yapilmis olmasi gereklidir.
. Aktarilabilir antibiyotik diren¢ geni tasimamalidir.

2.2.2.2 Teknolojik Kkriterler

Probiyotik suslarin se¢ciminde bir¢ok teknolojik yon de g6z oniinde bulundurulmalidir

(Saarela vd. 2000). Bu teknolojik kriterler:

o Faj direnclilik ve genetik stabiliteye sahip olmal,
o Uriinde ve depolama sirasinda stabil kalabilmeli,
° Uriin tadina olumsuz etkide bulunmamali,

o Biiyiik dl¢ekte iiretime uygun olmali,

. Uretim siiresince canli kalabilmelidir.



2.2.2.3 Fonksiyonel kriterler

Probiyotiklerin fonksiyonel gereklilikleri, in-vitro metodlar kullanilarak ve bu
caligsmalarin sonuglar1 in-vivo caligmalarla kontrol edilerek kanitlanmalidir. Probiyotik
bir sus secilirken asagidaki fonksiyonel yonler goz Oniine alinmalidir (Saarela vd.

2000):

o Epitel yiizeye tutunabilmeli ve insan gastrointestinal sisteminde siirekli
kalabilmeli,

o Immiin sistemi uyarmali fakat proinflammatuar etkisi olmamal,

o Patojenlere kars1 antimikrobiyel etkiye sahip olmali,

. Aside ve insan mide suyuna direngli olmali,

. Safra tuzlarina direncli olmalidir.

2.2.2.3.1 Asitlik ve safra tuzlarina direng

Bir mikroorganizmanin probiyotik &zelliklerini gosterebilmesi icin intestinal sistemde
ve liretim siireclerinde canli kalmasi1 gerekmektedir. Agiz yolu ile alinan probiyotikler,
intestinal sisteme ulasmadan, Oncelikli savunma mekanizmasini olusturan midenin
gastrik asit ortamindan (pH 1.5-3.0) etkilenmeden canli olarak ge¢mesi gerekmektedir
(Dunne vd. 2001). Bu nedenle probiyotik mikroorganizma se¢iminde aranmasi gereken

en Onemli kriterlerden biri suslarin asit direnclilikleridir.

Laktik asit bakterilerinin, probiyotik olarak kullanimlarin1 degerlendirmek i¢in dikkate
alimmasi gerekli 6zelliklerinden biri de suslarin safra tuzlarina direnglilikleridir (Lee ve
Salminen 1995, Dunne vd. 2001). Safra tuzlari, kolesteroliin suda ¢oziinebilen son
Uriiniidiir. Safra asitleri karacigerde, kolesterolden sentezlenerek safra kesesine
iletilmekte, oradan da konjuge formda giinde 500-700 mL miktarinda ince bagirsaga
salgilanmaktadir (Hoffman vd. 1983). Daha sonra kalin bagirsaga gecen safra asitleri,
burada mikrobiyel aktivite sonucu tamamen kimyasal degisimlere (dekonjugasyon,
dehidroksilasyon, dehidrojenasyon ve deglukuronidasyon) ugramaktadir (Hill ve Draser

1968, Hylemon ve Glass 1983). Safra asitlerinin konjuge olan ve olmayan formlar



mikroorganizmalar lizerinde antimikrobiyel etkiye sahiptir. Bu inhibe edici etki konjuge
olmayan formlarda yiiksek olmakla birlikte Gram-pozitif mikroorganizmalar {lizerinde

yiiksek diizeyde etkilidir (Floch vd. 1972, Dunne vd. 2001).

2.2.2.3.2 Bagirsak epiteline tutunabilme ve sindirim sisteminde kolonizasyon

Probiyotiklerin bagirsak yilizeyine tutunmak suretiyle bagirsaklarda gegici olarak
kolonize olduklar1 diisliniilmektedir. Bu nedenle bakterilerin bagirsak hiicrelerine
tutunma yetenekleri probiyotik suslarin  se¢iminde Onemli bir kriter olarak
benimsenmistir (Brassart vd. 1994, Tuomola ve Salminen 1998). Bagirsaklara ulagan
probiyotik mikroorganizmalarin peristaltik hareketler ile bagirsaktan kayip gitmemesi
icin bagirsak liimenini Orten mukus tabakasina ve epitel hiicrelerine yapismasi

gerekmektedir (Fernandez vd. 2003).

Probiyotik mikroorganizmalarin bagirsak epitelinde kolonize olabilmeleri, patojen
mikroorganizmalarin tutunmasini engellemede, immiin sistemin diizenlenmesinde, zarar
goren mukozanin iyilestirilmesinde ve uzun siireli, daha etkin probiyotik etki

saglayabilmede kritik 6nem tasimaktadir (Ross vd. 2002).

2.2.2.3.3 Antimikrobiyel aktivite

Probiyotik bakteri se¢cim kriterlerinin en dnemlilerinden biri de patojenlere ve bozulma
etmeni mikroorganizmalara kars1 gosterilen antimikrobiyel aktivitedir (Reid vd. 2001).
Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyel aktiviteleri; organik asitler (laktik, asetik,
propionik asitler), karbon dioksit, hidrojen peroksit, diasetil, diisiik molekiil agirliklt
antimikrobiyel maddeler ve bakteriyosinler gibi bazi maddeler tarafindan olusturulur

(Ouwehand ve Vesterlund 2004).

Bakteriyosinler, ¢ogunlukla {iretici suslara yakin tiirler ve Gram-pozitif bakteriler
tizerinde bakteriyosidal ve bakteriyostatik etki gosteren, ribozomal olarak sentezlenerek
ortama salgilanan protein yapidaki antimikrobiyel bilesiklerdir (Klaenhammer 1993).
Protein yapidaki bu bilesikler; gidalarda bozulma ve hastalik etmeni gida kokenli
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bakterilerin gelismesini engelleyici 6zelliklerinden dolayi, gida endiistrisi i¢in biiylik
onem tasimaktadir. Bununla birlikte bakteriyosinler, antibiyotiklere alternatif olarak
insan ve hayvan enfeksiyonlarmin tedavisinde kullanim potansiyelleri ile de one
cikmaktadirlar (Nes ve Tagg 1996, Akko¢ 2008). Bakteriyosinler bazi kaynaklarda
antibiyotikler ile kanstirilmaktadir. Fakat antibiyotikler ile aralarinda belirgin

farkliliklar vardir. Bunlar1 dort grupta toplamak miimkiindiir;

1. Bakteriyosinler, ribozomal olarak sentezlenirken, antibiyotikler enzimatik islenme
sonucu aktif formlarin1 kazanirlar (bu siireclerde kotranslasyonel ve post-translasyonel
modifikasyonlar etkilidir).

2. Bakteriyosinlerin etki spektrumu antibiyotiklere gore cok daha dardir.

3. Her bakteriyosinin kendi direnglilik proteini vardir. Bu direnglilik proteinlerini
kodlayan genler, bakteriyosinlerin yapisal genleri ile baglantilidir. Antibiyotik
direngliligini yoneten genetik determinantlar ise, yapisal antibiyotik genleri ile
baglantili degildir.

4. Bakteriyosinler genellikle gelisme fazinda {iretilen birincil metabolitlerdir ve iki
bilesenli bir sistem tarafindan regiile edilir. Antibiyotikler ise, gelisimin durma fazinda

iretilen ikincil metabolitler olarak tanimlanmaktadir (Nes vd. 2001, Margaret vd. 2002).

Laktokoklarin iirettigi bakteriyosinler arasinda en fazla bilinenleri; nisin basta olmak
tizere, laktokoksin A, laktokoksin B, laktokoksin MN, laktokoksin G, laktokoksin 972,
laktisin 481, laktisin 3147 ve son yillarda tanimlanan laktisin FS92, laktisin RM,
laktisin NK24, laktokoksin R, laktokoksin MMT24 ve laktokoksin MMFID’dir (Cizelge
2.3) (Lee ve Paik 2001, O’Sullivan vd. 2003a, Badis vd. 2004).
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Cizelge 2.3 Laktokoklar tarafindan iiretilen bakteriyosinlere bazi érnekler (Fonseca vd. 2000)

Bakteriyosin Uretici Sus Antibikrobiyel Aktivite
Nisin Lactococcus lactis ‘in Lactococcus spp.
Nisin A cesitli suslar Streptococcus spp.
Micrococcus spp.
Nisin Z Pediococcus spp.
Lactobacillus spp.
Listeria spp.
Mycobacterium spp.
Clostridium spp. (+ spor)
Bacillus spp. (+ spor)
Laktokoksin A L. lactis Laktokoklar iizerinde ¢ok
dar etkiye sahip
Laktokoksin G L. lactis LMG2081 Laktik asit bakterileri
Clostridium spp.
Laktokoksin 972 L. lactis IPLA972 Lactococcus spp.
Laktisin 481 L. lactis CNRZ 481, Laktik asit bakterileri ve
ADRIA85L0O30 Clostridium tyrobutyricum
Laktisin 3147 L. lactis DPC3147 Enterococcus spp.

Lactococcus spp.
Streptococcus spp.
Pediococcus spp.
Lactobacillus spp.
Clostridium spp.
Leuconostoc spp.
Staphlococcus aureus

Laktokoklar tarafindan iiretilen tanimlanmis bir¢cok bakteriyosin olmasina ragmen,

L. lactis subsp. lactis suslari tarafindan tiretilen nisin, gidalarda ticari kullanim olanagi

bulan tek bakteriyosindir (Noonpakdee vd. 2003, Hindre vd. 2003). L. lactis ve S.

uberis’in bazi suslari tarafindan tretilen nisin, post-translasyonel modifikasyonlarla

aktif formu olusturulan polipeptit yapisinda bir bakteriyosindir (Klaenhammer 1988,

Hansen 1994). Inhibisyon etkinligi ve memeli sindirim sistemi tarafindan inaktive

edilme 6zellikleri esas almarak, 1969 yilinda Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO) ve Diinya

12



Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan gida koruyucusu olarak kabul edilmistir (WHO 1969).
Boylece nisin, Avrupa Birligi ve ABD’yi de kapsayan 50’den fazla iilkede siit ve siit
tiriinleri, konserveler ve hazir ¢orbalar gibi degisik gidalarin korunmasi amaci ile
kullanilmaya baslanmigtir (Delves-Broughton 1990). Tiirkiye’de kullanimina izin
verilen nisinin kimyasal formiilii C;43H,30N4,037S7 olup, Gida Kodeksinde E234 olarak

simgelenmistir (Delves-Broughton 2005).

Diger bakteriyosinlere kiyasla etki spektrumu daha genis olan nisin asidik gidalarda
yiiksek diizeyde aktivite gostermektedir (Liu ve Hansen 1990). Lactococcus,
Streptococcus, Staphylococcus, Listeria ve Mycobacterium cinslerine ait tiirler yaninda
Bacillus ve Clostridium gibi spor olusturan bakterilere karsi da gida sistemlerinin

korunmasi amaci ile kullanilmaktadir (Klaenhammer 1988, Cleveland vd. 2001).

2.2.3 Probiyotik mikroorganizmalarin insan saghgi iizerine etkileri

2.2.3.1 Diyare iizerine etkileri

Diyare; Escherichia coli, Salmonella, Clostridium difficile ve rotaviriis enfeksiyonlari
sonucu bagirsakta peristaltik hareketlerin artmast ve emilimin azalmasi veya

salgilanmanin artmasi sonucu ortaya ¢ikan bir hastaliktir (Ciarlet ve Estes 2001).

Cocuklarda rotaviriisiin neden oldugu akut diyareden korunmak ya da tedavisi i¢in
probiyotiklerin yararl etkileriyle ilgili giiglii bilgiler Lactobacillus rhamnosus GG ve
Bifidobacterium lactis BB-12 den elde edilmistir (FAO-WHO 2001). Rotaviriis ile
enfekte olmus cocuklarda, probiyotik tedavi diyare siliresini kisaltmakta ve sivi

diskilamada azalmaya neden olmaktadir (Guandalini vd. 2000, Szajewska vd. 2001).

Antibiyotikler, C. difficile gibi patojenik mikroorganizmalarin gelisimini destekleyerek
ve dogal floranin kolonizasyon direncini kirarak bagirsak mikroflorasini dogrudan
etkilerler. Kontrollii yapilan c¢alismalar, probiyotiklerin diyareye neden olan C.

difficile‘de belirgin oranda azaltic1 etkisi oldugu gosterilmistir (Parracho vd. 2007).
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Radyoterapi tedavisi goren kanser hastalarinda ve enteral tliple beslenen hastalarda
goriilen baglica akut diyarede ve seyahet diyaresinde de probiyotik preperatlarin akut

diyarenin siddetini onemli 6l¢iide azalttig1 saptanmustir (Sullivan ve Nord 2005).

2.2.3.2 Laktoz intolerans iizerine etkileri

Laktoz intdlerans olarak adlandirilan bireylerde, genetik yapilarindaki bozukluk
nedeniyle [-galaktozidaz enzimi iiretilmemekte, dolayisiyla laktoz metabolize
edilememektedir. Bu kisiler siit ve laktoz igeren gidalar tiikettiklerinde; sindirim
bozukluklari, diyare, karin agrisi, kramplar ve gaz olusumu ortaya ¢ikmaktadir. Eger
laktoz ince bagirsaktan emilmeden gecerse, kalin bagirsaktaki bakteriler tarafindan gaz

ve asite doniistiiriilmekte ve sonugta bagirsak siskinligi olusmaktadir (Fooks vd. 1999).

Probiyotiklerin laktoz intolerans iizerine yararli etkileri iki sekilde agiklanmaktadir.
Birincisi, fermente gidalarda yiiksek lakkaz aktivetisine sahip bakterilerin kullanilmasi
sonucu laktoz konsantrasyonunun diismesi, digeri ise fermente gidalar veya canli
probiyotik bakteriler sayesinde ince bagirsakta lakkaz aktivitesinin artirilmasidir
(Salminen wvd. 2004). Bifidobakteriler ve diger probiyotik bakterilerin klinik
preperasyonlarinin, laktoz intdleransli hastalara uzun siire verilmesiyle hastalarda
semptomlarin azaldigi veya tamamen ortadan kalktigi gdosterilmistir (Heyman ve

Menard 2002).

2.2.3.3 Bagisiklik sistemi iizerine etkileri

Bagirsaklara tutunabilen probiyotik suslarinin gegici olarak sindirim kanalinda kolonize
olabildigi bilinmektedir. Bu gecici kolonizasyon; vy interferon {iretiminde, IgA
seviyelerinde ve periferal kan graniilositlerinin fagositik aktivitelerinde artisa neden
olmaktadir (Collins vd. 1998). iki ayr1 denemede L. johnsonii LJ-1 ve L. salivarius
UCC 118 mukozal IgA cevabini stimiile etmis ve fagositik aktiviteyi arttirmistir
(Saarela vd. 2000). Bagisiklik sisteminin uyarilmasiyla serumda IgA gibi antikorlarin
artmasi viriislere, Clostridium ve E. coli gibi patojenlere karsi viicudun direngliligini

artirmaktadir (Mitsuoka 1990, Collins vd. 1998).
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L. rhamnosus GG ve B. lactis Bb-12 ‘dan elde edilmis ekstraktlarin in- vitro kosullarda
lenfosit ¢ogalmasini baskiladigi gosterilmistir. Bunun yani sira, L. rhamnosus GG’nin
Crohn hastaligina yakalanmig bireylerde IgA immun cevabin arttirdig1 ve rotaviriisden
dolay1 diyareye yakalanan c¢ocuklarda antikor salgiyan hiicre cevabini arttirdigi

gbzlenmistir (Saarela vd. 2000).

2.2.3.4 Kolesterol diisiiriicii etkileri

Birgok arastirmaci laktik kiiltiir igeren siit trilinleri ve probiyotiklerin kolesterol
disiiriicii etkileri oldugunu bildirmistir (Taylor ve Williams 1998, Rolfe 2000).
Probiyotik bakterilerin serum kolesteroliinii diisiiriicii etkileri ve mekanizmasi tam

olarak agiklanamamistir. Bununla ilgili ¢esitli hipotezler 6ne siirtilmiistiir;

o L. acidophilus’un bazi suslarinin kolesterolii asimile ettikleri 6ngdriillmektedir
(Rasic vd. 1992).

o Probiyotik laktobasillerin ve bifidobakterlerin safra tuzlarimi serbest asitlere
pargalayarak, konjuge safra tuzlarinin intestinal sistemden daha hizli uzaklastirilmasini
sagladiklar1 varsayilmaktadir. Serbest safra tuzlar1 viicuttan atildig1 igin, kolesterolden
yeni safra asitlerinin sentezi, viicuttaki toplam kolesterol konsantrasyonunu
diisiirebilmektedir (Laurens- Hattingh ve Viljoen 2001).

o Probiyotik laktik asit bakterilerinin asit liretimi sonucu diisen pH degerlerinin
dekonjuge safra tuzlari ile kolesteroliin presipitasyonuna neden oldugu ongoriilmektedir

(De Boever vd. 2000).

Rossi vd. (1999) yaptiklar1 ¢alismada E. faecium, L. acidophilus, L. jugurti, S.
salivarius subsp. thermophilus ve L. delbrueckii subsp. bulgaricus’un in-vitro
kosullarda kolesterol konsantrasyonunu azaltma ve safra tuzlar1 varliginda gelisebilme
yeteneklerini aragtirmig ve arastirma sonunda E. faecium ile L. jugurti (1:1 oraninda)
kombinasyonu kullanilarak yapilan fermente iiriiniin kolesterolii % 43 oraninda

diisiirdiigii tespit edilmistir.
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2.2.3.5 Antikarsinojenik etkileri

Probiyotiklerin kanser olusumu riskini azalttig1 ise bir¢ok arastirmaci tarafindan ortaya
konulmustur. Ornegin Aso ve Akazan (1992), ¢alismalarinda 10'° kob/g diizeyinde L.
casei toz preparatindan bir yil boyunca giinde ii¢ defa tiiketen insanlarda mesane kanseri

tedavi stirecinin hizlandirildigini tespit etmislerdir.

Antitimdr aktivitesi kesin olarak bilinmemesine ragmen Mclntosh probiyotiklerin

antikarsinojenik etkisi ile ilgili bazi1 onermeler ileri stirmiistiir (Fooks vd. 1999). Bunlar;

. Gastrointestinal sistemde bulunan diger bakteriler tarafindan {iretilen
prokarsinojenleri karsinojenlere ¢eviren enzimlerin yapisini degistirmek,

o Bagirsak pH’sin1 degistirerek mikroflora aktivetesini ve safra ¢oziintirliigiinii
etkilemek,

° Cok etkili fekal mutajenleri uzaklastirmak i¢in kolondan gegis siiresini
degistirmek,

o Immiin sistemi uyarmak, olarak tanimlanmistir.

Bunlarin yanm1 sira probiyotik bakterilerin klinik olarak birgok etkisi oldugu

belirlenmistir (Cizelge 2.4) (Sanders ve Veld 1999) .
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Cizelge 2.4 Yaygin olarak kullanilan probiyotik bakteriler ve klinik caligmalarla
belirlenen etkileri (Sanders ve Veld 1999)

Sus

Klinik Caliymalarla Belirlenen Etkiler

Lactobacillus johnsonii LA1

Lactobacillus acidophilus NCFB
1748

Lactobacillus rhamnosus GG
(ATCC 53013)

Str. thermophilus, Lactobacillus
bulgaricus

Lactobacillus acidophilus La-5

Bifidobacterium lactis Bb-12

Lactobacillus gasseri (ADH)

Lactobacillus reuteri

Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus rhamnosus DR 10

Bifidobacterium lactis HNO19

Insan bagirsak hiicrelerine tutunma, bagirsak
florasinin diizenlenmesi, bagisikligin
diizenlenmesi, H. pylori tedavisinde yardimci
ajan

Fekal enzim aktivitesinin azaltilmasi, radyoterapi
nedenli diyarenin 6nlenmesi, kabizligin
tyilestirilmesi

Rotavirus diyare riskinin azaltilmasi ve tedavisi,
antibiyotik nedenli diyarelere karsi koruma,
bebeklerdeki atopik ekzamanin azaltilmasi, atopik
hastaliklarin 6nlenmesi, sistik fibrozis
semptomlarinin azaltilmasi, bifidobakteri
florasinin desteklenmesi, Streptococcus mutans
aktivitesinin azaltilmasi

Laktoz intdleransi semptomlarinda susa bagl

lyilestirme

Intestinal floranin diizenlenmesi, seyahat
diyarelerine kars1 koruma, immiin modiilasyon

Rotaviriis diyarelerini de igeren viral diyarelerin
tedavisi

Fekal enzim aktivitesinin azaltilmasi

Intestinal sisteme kolonizasyon, rotaviriis
diyarelerinin tedavisi, intestinal floranin
diizenlenmesi

Immiin modiilasyon, intestinal floranin
diizenlenmesi

Immiin modiilasyon, intestinal floranmn
diizenlenmesi, mukozaya tutunma

Immiin modiilasyon, intestinal floranin
diizenlenmesi
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Cizelge 2.4 Yaygin olarak kullanilan probiyotik bakteriler ve klinik ¢alismalarla
belirlenen etkileri (devam) (Sanders ve Veld 1999)
Sus Klinik Calismalarla Belirlenen Etkiler

Probiyotik karisim VSL 3 Inflamatdz bagirsak hastaliklarinda ve rahatsiz
bagirsak sendromunda pozitif etki, positisin
onlenmesi, radyoterapi nedenli diyalerin
onlenmesi ve tedavisi

Escherichia coli NISSLE Inflamatoz bagirsak hastaliklarinda pozitif etki

S. boulardii Antibiyotik nedenli diyarelerin 6nlenmesi, C.
difficile kolitlerinin tedavisi, antibiyotik nedenli
diyarelerin tedavisi

Lactobacillus casei Shirota Intestinal diizensizliklerin 6nlenmesi, intestinal
bakterilerin diizenlenmesi, fekal enzim
aktivitesinin azaltilmasi, mesane kanserinin
tekrarlanmasinin engellenmesi, mesane kanseri
riskinin azaltilmasi

Lactobacillus acidophilus Fekal enzim aktivitesinin azaltilmasi, yiiksek
NFCM lakkaz aktivitesi, laktoz intdleransi tedavisi,
bakteriyosin {iretimi

2.2.4 Probiyotiklerin etki mekanizmalari

Probiyotiklerin etki mekanizmasina yonelik calismalar, bagirsak florasinin
diizensizligiyle ortaya ¢ikan gastrointestinal sistemdeki bozukluklara dayanilarak
gergeklestirilmektedir. Probiyotiklerin konakgry1 bagirsak sistemi bozukluklarina karsi
nasil korudugunu agiklamaya calisan birgok mekanizma bulunmaktadir. Probiyotiklerin

muhtemel etki mekanizmalari asagida 6zetlenmistir (Salminen vd. 1998).

a) Inhibe edici maddeler iiretme: Probiyotikler, Gram-pozitif ve Gram-negatif
mikroorganizmalar iizerinde etkili bircok madde iiretmektedir. Bunlardan bazilar
organik asitler, hidrojen peroksit, bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri maddelerdir

(Rolfe 2002, Parracho vd. 2007).
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b) Tutunma bolgelerini bloke etme: Probiyotikler tutunma bolgeleri igin
patojenlerle yarismaya girerek, patojenlerin intestinal sistemde yerlesmelerini

engellemektedirler (Fooks ve Gibson 2002, Parracho vd. 2007).

c) Besin maddeleri i¢in rekabet: Probiyotikler patojenler i¢in de gerekli olan besin
maddelerini  tiikketmek  suretiyle onlarin  sistemde uzun siire  kalmasim

engellemektedirler.

d) Toksin reseptorlerinin yikimi: Bu mekanizma hayvanlarda S. boulardii’ nin
intestinal mukozada bulunan C. difficile’ nin toksin reseptorlerini parcalayarak

konakg¢1y1 korumast sonucunda ortaya ¢ikmistir.

e) Bagisiklik sistemini destekleme: Son yillarda yapilan ¢aligmalar probiyotiklerin
spesifik ve spesifik olmayan bagisiklik sistemini gii¢lendirerek intestinal hastaliklara
karst konakc¢iyr korudugunu ortaya koymustur. Bu mekanizma tam olarak
aydinlatilamamis olmasina ragmen spesifik hiicre duvari bilesenlerinin veya hiicre
ylizeylerinin adjuvant etki gosterdigi ve humoral immun yanitt giiclendirdigi

diistintilmektedir (Fukushima vd. 1998).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bakteriler

Bu calismada, Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanan inek siitlerinden izole edilmis
olan Lactococcus lactis subsp. lactis LL27 susu ve Ankara Universitesi Biyoloji
Boliimii kiiltiir koleksiyonundan temin edilen L. lactis SIK83, L. lactis IL1403, L. lactis
105, L. lactis JC17, Lactobacillus sake NCDO2714, Pediococcus pentosaceus FBB611,
Pediococcus pentosus, Enterococcus faecium, Enterococcus feacalis NCDOS581,
E. fecalis ATCC 29212, Pseudomonas aureginosa DSMZ50071, Pseudomonas
fluorescens P1, Escherichia coli ATCC 25922, Listeria innocua, Listeria
monocytogenes ATCC 7644, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus
cornosus MC1.B, Salmonella enteridis ATCC 13075, Salmonella enterica serotype
Typhimurium SL1344, Streptococcus agalacticie DSMZ6784, Micrococcus luteus,
Klebsiella pheneumonia, Bacillus cereus DSMZ31, B. cereus ATCC 11776,
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 indikator bakteriler kullanilmistir.

Bakteriler; glukoz M17B ( GM17B, %5 glukoz), LB, MRSB ve TSYB ortamlarina %
20 oraninda steril gliserol ilave edilerek, -80 °C’de saklanmistir (Todorov vd. 1999).
Calisma materyalleri, gliserol ilave edilmemis TSYB, LB, MRSB ve glukoz M17B

ortamlarinda ve haftalik transferler yapilarak korunmustur.

3.2 Yontem

3.2.1 L. lactis subsp. lactis LL27 susunun antimikrobiyel aktivitesi

Antimikrobiyel aktiviteye sahip oldugu bilinen L. lactis subsp. lactis LL27 susunun
nisin bakteriyosini iiretim Ozelliginin kuyu difiizyon yontemi ile belirlenmesi igin

30 °C’de 18 saat glukoz M17 s1v1 besi ortaminda gelistirilen kiiltiir, 6000 rpm’de 15

dakika siireyle oda sicakliginda santrifiij islemine tabi tutulmustur. Ust s1v1, ¢dken kati
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fazin karismamasina dikkat edilerek yeni tliplere aktarilmis ve ayrilan iist faz 0.45 pm
por capli membran filtreden (Millex-Millipore) gecirilerek sterilize edilmistir. MRS,
LB, TSYB ve GM17 siv1 ortamlarinda gelistirilen indikator bakteriler, 5 mL yar1 kati
agar (MRS, LB, TSYB ve GM17) ortamlarina inokiile edilerek, her biri i¢in ayr1 ayri
uygun agar plaklarinin {izerine ikinci bir tabaka halinde, homojen sekilde yayilmistir.
Agar plaklar lizerinde steril bir sekilde 6 mm ¢apinda kuyucuklar agilarak susun nisin
bakteriyosini igeren {iist sivist kuyucuklara 100 pL aktarilmis ve ortamlar uygun
sicakliklarda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklarm
etrafinda inhibisyon zonu olusumu incelenerek sonuclar degerlendirilmistir (Tagg ve

McGiven 1971).

L. lactis subsp. lactis LL27 susu ve indikator bakteriler i¢in kullanilan sivi besiyerlerine
% 1.5 Agar-agar ilave edilerek kati besiyeri, % 0.5 Agar-agar ilave edilerek yar1 kati

besiyeri elde edilmistir.

GM17 Broth

Polipepton 5 g
Fitopepton 5 g
Maya ekstrakti 2.5 g
Et ekstrakti 5 g
Laktoz monohidrat 5 g
Askorbik asit 0.5 g
B-gliserofosfat 19 g
Magnezyum siilfat 025 ¢
Destile su 1000 mL

Sterilizasyondan 6nce pH 7.2+0.2°ye ayarlanmigs ve 121 °C’de 15 dakika siire ile

otoklavda sterilize edilmistir.
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MRS Broth

Kazein peptonu 10 g
Et ekstrakti 8 g
Maya ekstrakti 4 g
D-glukoz 20 g
Dipotasyum hidrojen fosfat 2 g
Tween 80 1 g
Diamonyum hidrojen sitrat 2 g
Sodyum asetat 5 g
MgS0,4.7H,0 02 g
MnS0,4.4H,0 004 ¢
Destile su 1000 mL

Sterilizasyondan 6nce pH 5.74+0.2°ye ayarlanmis ve 121 °C’de 15 dakika siire ile

otoklavda sterilize edilmistir.

Lauria Bertani Broth

Tripton 10 g
Maya ekstrakti 5 g
NaCl 10 g
Destile su 1000 mL

Sterilizasyondan 6nce pH 7.0+0.2°ye ayarlanmigs ve 121 °C’de 15 dakika siire ile

otoklavda sterilize edilmistir.

TSYB

Kazein peptonu 17 g
Fitopepton 3 g
D-glukoz 25 g
NaCl 5 g
Dipotasyum hidrojen fosfat 2.5 g
Maya ekstrakti 6 g
Destile su 1000 mL

Sterilizasyondan 6nce pH 7.3+0.2°ye ayarlanmis ve 121 °C’de 15 dakika siire ile

otoklavda sterilize edilmistir.
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3.2.2 L. lactis subsp. lactis LL27 susunun antibiyotik duyarhhk diizeyinin
belirlenmesi

Antibiyotik duyarlilik diizeyinin belirlenmesinde Bauer vd. (1966) tarafindan 6nerilen
disk difiizyon yontemi kullanilmistr. L. lactis subsp. lactis LL27 susu 30 °C’de 18 saat
gelistirildikten sonra, hiicre yogunlugu 1x10° kob/mL (A600=0.08-0.1) diizeyinde
ayarlanarak 10 mL’lik GM17 sivi besiyerine inokiile edilmistir. Susun gelismesi igin
uygun olan GM17 agar igeren petri plaklar1 ve 5 mL lik tliplerde yar1 katt GM17
hazirlanmistir. GM17 besiyerleri eritildikten sonra bakteri inokiilasyonu i¢in uygun
sicakliga getirilmis ve her tiipe 1x10° kob/mL hiicre yogunlugu diizeyinde gelistirilmis
aktif kiltiirlerden 100’er pL inokiile edilmistir. Homojen hale gelinceye kadar
kanistirildiktan sonra, bakteri igeren yar1 kat1 besiyerleri GM17 agar plaklar1 iizerine
ikinci bir tabaka olusturacak sekilde yayilmistir. Yar1 kat1 besiyerleri katilastiktan sonra
her plaga 5 adet antibiyotik diski yerlestirilmis ve 30 °C’de 18-24 saat siireyle
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda antibiyotik disklerinin
etrafinda olusan zonlarin caplar1 Olgiilmek suretiyle antibiyotik duyarlilik/direnclilik

diizeyleri belirlenmistir.

Antibiyotik disk difiizyon c¢alismast sonucunda, LL27 susu zon gozlenmeyen
antibiyotiklere kars1 direngli kabul edilerek Clinical Laboratory Standarts Institute
Protocol M27-A’ya gbre minimum inhibisyon konsantrasyon (MIiK) degerleri
hesaplanmistir. Antibiyotiklerin toz formlar1 kullanilarak her antibiyotik i¢in artan
konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanmistir. 96 kuyucuklu plaka kullanilarak yapilan bu
calismada oncelikle her bir kuyucuga 100 pL Miiller Hinton Broth transfer edilmistir.
96 kuyucuklu plaklardaki her bir siranin ilk kuyucuguna hazirlanan antibiyotik
cozeltilerinden 100’er pL ilave edilmis ve bir sonraki kuyuya diliisyon uygulanarak her
kuyuda farkli antibiyotik konsantrasyonunun olusmasi saglanmistir. Son olarak da 18
saatlik aktif bakteri kiiltiiriinden her kuyucugu 10 pL inokiile edilmis ve 18-24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda kuyucuklar kontrol edilerek iiremenin

meydana gelmedigi ilk konsantrasyon MIK degeri olarak belirlenmistir.
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Miiller Hinton Broth

Et inflizyonu 2 g
Kazein hidrolizat 175 g
Nisasta 1.5 g
Destile su 1000 mL

Sterilizasyondan 6nce pH 7.4+0.2°ye ayarlanmis ve 121 °C’de 15 dakika siire ile

otoklavda sterilize edilmistir.

3.2.3 L. lactis subsp. lactis LL27 susunun diisiik pH, pepsin, pankreatin ve safra
tuzlarina karsi direncinin belirlenmesi

Susun probiyotik oOzelliklerinin belirlenmesi icin ilk olarak diisiik pH degerlerine
tolerans1 arastirilmistir. 18 saatlik aktif kiiltiirden 1’er mL alinmig ve 3000 g’de 5
dakika (4 °C) santrifiij edilerek hiicrelerin ¢okmesi saglanmistir. Coktiirme isleniminin
ardindan tamponlanmis fosfat cozeltisi PBS (pH 7.2) ile iki kere yikama islemi
yapilmistir. LL27 susunun asit toleransinin arastirilmasinda pH 2.0 ve 3.0 diizeyine
ayarlanmig iki farkli PBS’nin yani sira pH degeri 7.2’ye ayarlanan PBS’de kontrol
olarak kullanilmistir. Kontrol ve test gruplari, pH 7.2°ye ayarlanan PBS ile iki kez
yikandiktan sonra iizerlerine pH 2, pH 3 ve pH 7.2’ye ayarlanan PBS’ler ilave edilmis
ve 30 °C’de 4 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5,

4. saatlerinde her bir deneme grubundan &rnekler alinmis ve 107 diizeyine kadar
seyreltildikten sonra GM17 agar ortamlarina paralelli yayma ekim yapilmistir. 30 °C’de
18-24 saat inkiibasyonun ardindan kontrol ve test gruplarindaki koloniler sayilip, log
(kob/mL) olarak degerleri kaydedilmis ve % canlilik oranlar1 hesaplanmistir (Conway

vd. 1987).
% Canlilik = (X / Xo0) x 100

Xo: Kontrol grubu canli mikroorganizma sayisi

X : Test grubu canli mikroorganizma sayisi
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Susun pepsine toleransinin arastirilmasinda, gastrik kosulunun olusturulmasi amaciyla
pH 2.0 ve pH 3.0 diizeyleriyle calisilmistir. Bu dogrultuda, 1 mL’lik aktif bakteri
kiiltiirti 5000 g’de 5 dakika (4 °C) santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiirtilmiistiir. LL27
susunun pepsin direncinin arastirilmasinda pH 2 ve pH 3 ortamlarinin yan1 sira ph 7.2
kontrol grubu olarak ¢alisilmistir. Test gruplarina, pepsin (3 mg/mL; Merck) igceren PBS
cozeltisi (pH 2 ve pH 3) ilave edilerek 30 °C’de 3 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyonun 0, 1 ve 3. saatlerinde kontrol ve test gruplarindan alman Srnekler 10-10
diizeyine kadar seyreltmenin ardindan GMI17 agar ortamlarina yayma ekimler
yapilmustir. 30 °C’de 18-24 saat inkiibasyondan sonra kontrol ve test gruplarindaki
koloniler sayilmis, log (kob/mL) olarak degerleri kaydedilmis ve % canlilik oranlari

hesaplanmistir (Charteris vd. 1998).

Pankreatin ve safra tuzlarina kars1 LL27 susunun direng¢ 6zelliginin belirlenmesi i¢in, 1
mL’lik 18 saatlik aktif kiiltiirler 5000 g’de 5 dakika (4 °C) santrifiij edilerek hiicreler
coktlirilmusgtiir. Pankreatin testi i¢in hazirlanan hiicreler, PBS ile (pH 7.2) iki kez
yikandiktan sonra, test grubuna pankreatin iceren (1 mg/mL, Fluka) PBS tamponu (pH
8.0) ilave edilmis 30 °C’de 4 saat inkiibasyona birakilmistir. Safra tuzuna toleransi test
etmek i¢in hazirlanan hiicrelere ise, % 0.3 (w/v) safra tuzuyla zenginlestirilmis GM17

stvi besiyeri ilave edildikten sonra 30 °C’de 4 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyonun 0 ve 4. saatlerinde kontrol ve test gruplarindan érnekler alinarak 10-10
diizeyine kadar seyreltilmis ve GM17 agar ortamlarina yayma ekimler yapilmistir. 30
°C’de 18-24 saat inkiibasyon sonrasi kontrol ve test gruplarindaki koloniler sayilip log

(kob/mL) olarak degerleri hesaplanmistir (Charteris vd. 1998).

PBS

NacCl 8 g
KCl 0.2 g
Na,HPO,4 144 ¢
K,;HPO4 024 g
Destile su 1000 mL

Cozelti istenilen pH diizeylerine ayarlandiktan sonra 121 °C’de 15 dakika siire ile

otaklavda sterilize edilmistir.
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3.2.4 L. lactis subsp. lactis LL27 susunun Caco-2 ve CCL-221 hiicrelerine
tutunmasi

L. lactis subsp. lactis LL27 susunun Caco-2 ve CCL-221 hiicrelerine tutunma

denemeleri iki farkli yontem kullanilarak gerceklestirilmistir.

Maragkoudakis vd. (2006)’nin Onerdigi yonteme gore Caco-2 hiicreleri kullanilarak
gerceklestirilen tutunma denemeleri Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Merkez Laboratuvarlarinda yapilmistir. Kullanilan Caco-2 hiicreleri; % 10 inaktive
edilmis serum (v/v), % 1 esansiyel olmayan aminoasit, % 1 L-glutamin, 20 pg/mL
sreptomisin ve penisilin ilave edilmis DMEM (GIBCO) ortaminda 37 °C’de % 5 CO,
varliginda inkiibe edilerek gelistirilmistir. Tutunma denemeleri i¢in gelistirilen Caco-2
hiicreleri, 24 kuyulu doku kiiltiir plakalarma 1.2x0° hiicre/kuyu olacak sekilde inokiile

edilmis ve besiyeri her giin degistirilmek suretiyle 15 giin siiresince inkiibe edilmistir.

GM17 sivi ortaminda gelistirilen L. lactis subsp. lactis LL27 ve LB sivi ortaminda
gelistirilen kontrol suslar1 S. Typhimurium SL1344 ve E. coli ETEC’e, 6000 rpm’de 15
dakika (4 °C) santrifiij uygulanarak hiicreler ¢oktiiriilmiistir. Kiiltiir st sivisi
uzaklagtirildiktan sonra hiicreler PBS (pH 7.2) ile iki kez yikanmig ve ayni tamponda
¢cOziilmiistiir. Hiicre konsantrasyonu Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium DMEM
(GIBCO) ile 10° kob/mL diizeyine ayarlanarak steril tiiplere alinmistir. Caco-2
hiicrelerinin bulundugu kuyulardaki besiyeri ortamdan uzaklastirildiktan sonra, hiicreler
PBS ile 3 kez yikanmistir. Bakteri-DMEM siispansiyonundan kuyulara 1’er mL
aktarildiktan hemen sonra plakalar 37 °C’de % 5 CO,‘de 90 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Bu silirenin  sonunda tutunmamis bakteri hiicrelerini ortamdan
uzaklastirmak amaciyla, kuyulardaki sivi ortam steril pipet yardimiyla alinmis ve
kuyulardaki Caco-2 hiicreleri 2 kez PBS tamponuyla yikanmistir. Caco-2 hiicrelerine
tutunmus bakterileri kuyulardan alabilmek amaci ile her bir kuyuya 1 mL Tween 80
(% 0.1) aktarilarak 30 dakika inkiibasyona tabi tutulmugtur. Bakteri siispansiyonu steril
mikrosantrifiij tiiplerine alindiktan sonra 107 diizeyine kadar diliisyonlar1 hazirlanmus,
GM17 ve LB agar plaklarina yayma ekimler yapilmistir. 37 °C’de 18-24 saat
inkiibasyon sonrasinda petri plaklarindaki koloniler sayilarak canli hiicre sayisi

belirlenmistir. Bu deneme hata paymin miimkiin oldugunca azaltilmas: amaciyla 6 defa
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tekrarlanmigtir.  Kontrol suslarinin ve L. lactis subsp. lactis LL27’nin Caco-2
hiicrelerine tutunma yetenekleri asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir

(Maragkoudakis vd. 2006).

Bakteri Tutunma Orani1 (BTO) = % X 100

TBS: 90 dakika sonunda tutunmus bakteri sayisi
BBS: Baslangi¢ bakteri sayisi

Bir diger tutunma denemesinde ise, Hacettepe Universitesi Kok Hiicre Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nden elde edilen orijinal insan kolon kanseri hiicreleri olan Caco-2
hiicreleri ve GATA Kanser Arastirma Merkezinden elde edilen CCL-221 hiicreleri
kullanilmigtir. Caco-2 hiicreleri % 10 inaktive edilmis serum (v/v), % 1 esansiyel
olmayan aminoasit, % 0.1 lenfosit indiiksiyon faktori ilave edilmis DMEM
(Invitrogen) ortaminda, kolorektal CCL-221 hiicreleri ise % 10 inaktive edilmis serum
(v/v) ve % 1 esansiyel olmayan aminoasit RPMI (Invitrogen) ortaminda 37 °C’de % 5
CO,’de inkiibe edilerek gelistirilmistir. Calismada kullanilacak hiicre kiiltiirleri, 4x10°
hiicre/kuyu olacak sekilde 6 kuyulu hiicre kiiltiirii plaklar1 igine yerlestirilmis ince cam
ylizeyler iizerine inokiile edilmis ve besiortamlar1 3 giinde bir degistirilmistir. 2 haftalik
inkiibasyon sonrasinda hiicre kiiltiirleri bolmeli lamlara aktarilmis ve besi ortamlar1 3

giinde bir degistirilerek 14 giin % 5 CO,’de inkiibe edilmistir.

GM17 s1v1 ortaminda 20 saat gelistirilen L. lactis subsp. lactis LL27 10.000 rpm’de 15
dakika santrifiij edilerek, hiicreler ¢oktiiriilmiistiir. Kiiltiir iist sivis1 uzaklastirildiktan
sonra hiicreler PBS (pH 7.2) ile iki kez yikanmis ve ayni1 tamponda ¢oziilerek hiicre
konsantrasyonu 10° kob/mL diizeyine ayarlanmustir. 14 giinliik inkiibasyon siiresinin
tamamlanmasinin ardindan lamlar PBS tampon ile 2 kez yikanmis ve bakteri
siispansiyonlart (10° kob/mL), Caco-2 ve CCL-221 hiicreleri bulanan lamlarin her
bolmesine inokiile edilmistir. Lamlar 37 °C’de % 5 COy’de 60 dakika inkiibasyon
basamagini takiben iki defa PBS ile yikanmig ve May Griinwald soliisyonu ile fikse

edilmistir. Fiksasyon sonrasinda Giemsa boyasi ile boyanan lamlar mikroskop altinda
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incelenmistir. Caco-2 ve CCL-221 hiicrelerine tutunan bakteri sayisi; lam tlizerinde 5
farkl1 bolgeden rastgele secilen 20 mikroskop alaninin taranmasi ve elde edilen
sonuclarin ortalamalarinin alinmasiyla hesaplanmistir. Bu deneme iki tekrarli ve fi¢

palalelli olarak ¢alisilmistir (Morita vd. 1992).

L. lactis subsp. lactis LL27 susunun Caco-2 ve CLL-221 hiicrelerine tutunmasinin
goriintiilemesi islemleri Gazi Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Elektron Mikroskobu Biriminde yer alan tarama elektron mikroskobisi (SEM)
kullanilarak yapilmistir. Caco-2 ve CLL-221 hiicreleri 1 saat LL27 susu ile muamele
edildikten sonra, hiicreler 0.1 M fosfat tamponu (pH 7.2) ile hazirlanmis % 2.5’lik
gluteraldehit ile 4 °C’de fiske edilmistir. Fosfat tamponu ile 2-3 kez yikandiktan sonra
PBS’de (pH 7.2) hazirlanmis % 1°lik osmiyum tetraoksit ile tekrar fiksasyon islemi
gergeklestirismistir. Ornekler % 70, % 80, % 90 ve % 100 konsantrasyonundaki alkoller
ile muamele edilerek dehidrasyonlar1 saglanmis ve son asamada fosfat tamponu ile
yikanmistir. Amilasetata transfer edilen 6rnekler, CO, kullanilarak kurutulmus ve altinla
kaplanmistir. Hazirlanan preperatlar Jeol JSM 6060 LV taramali elektron

mikroskobunda 5-10 kv ivmelenme voltajinda incelenmistir.

3.2.5 L. lactis subsp. lactis LL27 susunun patojen bakterilerin Caco-2 hiicrelerine
tutunmalarini engellemesi

Caco-2  hiicrelerine patojen mikroorganizmalarin tutunmalarimin  engellenmesi

denemelerinde S. Typhimurium SL1344 ve E. coli ETEC suslar1 kullanilmistir.

18 saatlik aktif kiiltiirler 6000 rpm’de 15 dakika (4 °C) santrifiij edilerek hiicrelerin
coktiiriilmesi saglanmistir. Kiiltiir iist s1vis1 uzaklastirildiktan sonra hiicreler iki kez PBS
tamponu (pH 7.2) iginde yikanmus ve hiicre konsantrasyonu DMEM ile 10° kob/mL’ye
ayarlanarak steril tiiplere alinmustir. Caco-2 hiicrelerine, L. lactis subsp. lactis LL27
susunun tutunmast c¢aligmalar1 daha once belirtilen (Bolim 3.2.4) yonteme gore
gerceklestirilmis ve 90 dakikalik inkiibasyonu takiben kuyulardaki Caco-2 hiicreleri 3
kez PBS tamponuyla yikanmistir. Kuyulara S. Typhimurium SL1344 ve E. coli ETEC
DMEM siispansiyonundan 1 mL aktarilmis ve kiiltiir plaklar1 37 °C’de % 5 CO;’de 90

dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan kuyulardaki siv1 faz
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uzaklastirilmis ve Caco-2 hiicrelerine tutunmus bakteri hiicreleri 1 mL Tween 80
(% 0.1) muamelesi ile geri kazamlmustir. 107 diizeyine kadar hazirlanan diliisyonlardan
Mc Conkey Agara yayma ekimler yapilmis ve uygun sicakliklarda 18-24 saat
inkiibasyon sonrasi petri plaklarindaki koloniler sayilarak tutunmus patojen bakteri
sayisi (TPBS) belirlenmistir. Daha sonra inhibisyon orani; tutunmus patojen bakteri
sayisi ile kuyulara yalnizca patojen bakteri muamelesi sonucu belirlenen tutunan patojen
bakteri sayis1 (BPBS) oranlanarak hesaplanmistir. Patojen bakteri Orneklerinin

inhibisyon denemesi, 6 tekrarli olarak gerceklestirilmistir (Maragkoudakis vd. 2006).

Inhibisyon Oran1 (10) = 100 - @X 100
BPBS

Mc Conkey Agar

Pepton 20 g
Laktoz 10 g
NaCl 5 g
Agar 135 g
Notral red 003 g
Kristal viyole 1 mg
Safra tuzu 5 g
Destile su 1000 mL

Sterilizasyondan 6nce pH 7.2+0.2°ye ayarlanmis ve 121 °C’de 15 dakika siire ile

otaklavda sterilize edilmistir.

3.2.6 Hidrofobisite

GM17 s1v1 ortaminda 18 saat 30 °C’de inkiibe edilmis kiiltiir 10000 g’de 5 dakika
siiresince santrifiij edilmistir. Cokmesi saglanan hiicrelerin {izerinden sivi faz
uzaklastirilmis ve hiicreler 50 mM K,HPO4 (pH 6.5) tampon ¢ozeltisi ile iki kez
yikanmig ve yine aym tampon c¢Ozeltisinde c¢oziilmeleri saglanmistir. Hiicre
siispansiyonunun optik yogunlugu 560 nm’de, yaklasik 1.0 olacak sekilde ayni tampon

cozelti kullanilarak ayarlanmistir. OD:1 olan hiicre slispansiyonundan 3 mL alinarak
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tizerine 0.6 mL n-hekzadekan eklenmis, 120 saniye boyunca karistirilmistir. Faz ayrimi
icin 5-10 dk beklendikten sonra ayrilan fazlardan sulu faz dikkatlice alinarak,
spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda optik yogunlugu ol¢iilmiistiir. Sulu fazdaki
optik yogunluktaki diisiis dikkate alinmak suretiyle % hidrofobisite degeri

hesaplanmistir (Vinderola ve Reinheimer 2003).
% Hidrofobisite = [(A¢-A)/Ag ] x 100

Ap: Kiiltlirtin ik OD degeri
A: n-Hekzadekan uygulanmis 6rnegin OD degeri

3.2.7 L. lactis subsp. lactis LL27 susunun antioksidan etKkisi

GM17 siv1 ortaminda, 30 °C’de 20 saat gelistirilen bakteri kiiltiirii 10000 rpm’de 5
dakika santrifiij islemine tabi tutulmustur. Santrifiij sirasinda ¢dken hiicreler PBS
kullanilarak iki kez yikandiktan sonra yine ayni tampon kullanilarak ¢oziilmiis ve

bakteri hiicre yogunlugu 10° kob/mL diizeyine ayarlanmustir.

L. lactis subsp. lactis LL27 susunun a, o- difenil-p-pikril hidrazil (DPPH)’i siipiirme
kapasitesinin belirlenmesi i¢in 1 mL 10° kob/ mL yogunluktaki hiicre siispansiiyonu ile
1 mL yeni hazirlanmig DPPH ¢6zeltisi (metanolde 0.1 mM) karistirilmis ve 30 dakika
siiresince reaksiyonun olusmasi ic¢in bekletilmistir. DPPH siiplirme kapasitesi
517 nm dalga boyunda yapilan 6l¢iim sonucu optik yogunluktaki azalma belirlenmek

suretiyle hesaplanistir (Blois 1958, Lin ve Chang 2000)

% DPPH siipiirme kapasitesi =1 - %X 100

OD2: 6rnek optik yogunlugu
OD1: kor (PBS) optik yogunlugu

L. lactis subsp. lactis LL27 susunun demir iyonu selatlama aktivitesini belirlemek igin 1
mL 10° kob/ mL yogunluktaki hiicre suspansiiyonu ile 2 mM FeCl, (0.05 mL) ve 5 mM
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ferrosin (0.2 mL) karistirilmistir. Selatlama aktivitesi 562 nm dalga boyunda yapilan
Olctim sonucu optik yogunluktaki azalma belirlenmek suretiyle hesaplanmistir (Decker

ve Welch 1990).

% Demir iyonu selatlama aktivitesi = 1 - %X 100

OD2: 6rnek optik yogunlugu
OD1: kor (PBS) optik yogunlugu
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 L. lactis subsp. lactis LL27 Susunun Antimikrobiyel Aktivitesi

Sanlibaba vd. (2009) tarafindan yapilan calismada molekiiler analiz yontemleri
kullanilarak L. lactis subsp. lactis LL27 susunun nisin A bakteriyosini trettigi
bulunmustur. L. lactis subsp. lactis LL27 susunun antimikrobiyel aktivitesi; kuyu
diflizyon yontemi kullanilarak, gida bozulma etmenleri yaninda patojen bakteriler ve
laktik asit bakterileri arasindan seg¢ilmis 25 farkli indikatér mikroorganizmaya karsi

belirlenmistir.

Kuyu difiizyon testi sonuglarina gore; Gram-negatif bakteriler olan P. aureginosa
DSMZ 50071, P. fluorescens P1, E. coli ATCC 25922, S. enteridis ATCC 13075, S.
Typhimurium SL1344, K. pneumonia ve E. aerogenes ATCC 13048’in L. lactis subsp.
lactis LL27 susunun irettigi nisin A bakteriyosinine kars1 direngli, nisin treticisi L.
lactis SIK 83, laktisin Ureticisi L. lactis 105, S. aureus ATCC 25923, B. cereus DSMZ
31 ve Enterococcus cinsine ait suglar hari¢ diger Gram-pozitif bakterilerin nisin A

bakteriyosine kars1 duyarl oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1) .

Nisin iizerinde yiiriitiillen c¢alismalar sonucunda, laktokoklar tarafindan 5 farkli nisin
varyantinin (Nisin A, Z, Q, F ve T) iretildigi tespit edilmistir. Ayn1 gen blogu
tarafindan kodlanan bu varyantlarda sadece bazi aminoasitlerin ve dehidre kopriilerin

pozisyonlarinda farliliklar bulunmaktadir (Wirawan vd. 2006).

S6z konusu farkliliklarin nisin varyantlarinin aktiviteleri tizerine etkili olduguna dair
dogrudan bir kanit bulunmamasina ragmen, Nisin A ve Nisin Z’nin O6zellikle kati
ortamlarda diflizyon kapasitelerinden kaynaklanan gii¢lii antimikrobiyel etkinlige sahip
olduklar1 degisik arastirmalarda 6ne stirlilmiistiir (Gonzales vd. 2010, Koca vd. 2010).
Bu c¢alismada elde edilen sonuglar da Nisin A ireticisi L. lactis subsp. lactis LL27
susunun gida kaynakli hastalik ve bozulma etmeni Gram-pozitif bakterilere karst ¢cok
giiclii bir antimikrobiyel aktiviteye sahip oldugunu gdstermistir. Yukarida 6zetlenen

literatiir verileri ile paralellik tasiyan bu sonuglar, L. lactis subsp. lactis LL27 susu
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tarafindan Tretilen nisin A bakteriyosininin gidalarin korunmasi yaninda, saglik

sektoriinde de kullanilabilecegine isaret etmektedir.

Cizelge 4.1 L. lactis subsp. lactis LL27 susunun antimikrobiyel aktivitesi

Indikator bakteriler Gelisme ortamlar: Inhibisyon zonu

(mm)
Lactococcus lactis SIK 83 GM17B 30°C -
Lactococcus lactis IL 1403 GM17B 30°C 12
Lactococcus lactis 105 GM17B 30°C -
Lactococcus lactis JC 17 GM17B 30°C 12
Lactobacillus sake NCDO 2714 GM17B 30°C 20
Pediococcus pentosaceus FBB 61.1 GM17B 30°C 15
Pediococcus pentosus MRSB 37°C 16
Enterococcus feacalis NCDO581 GM17B 30°C -
Enterococcus feacalis ATCC 29212 LB 37°C -
Enterococcus faecium LB 37°C -
Pseudomonas aureginosa DSMZ 50071 TSYB 37°C -
Pseudomonas fluorescens P1 GM17B 30°C -
Escherichia coli ATCC 25922 LB 37°C -
Listeria monocytogenes ATCC 7644 LB 30°C 15
Listeria innocua LB 30°C 13
Staphylococcus aureus ATCC 25923 LB 37°C -
Staphylococcus carnosus MC1.B LB 37°C 15
Salmonella enteridis ATCC 13075 LB 37°C -
Salmonella enterica Typhimurium SL1344 LB 37°C -
Streptococcus agalacticie DSMZ 6784 TSYB 37°C 17
Micrococcus luteus LB 37°C 24
Klebsiella pheneumonia LB 37°C -
Bacillus cereus DSMZ 31 TSYB 37°C -
Bacillus cereus ATCC 11776 TSYB 37°C 11
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 LB 37°C -

GM17B: Glukoz-M17 broth (%0.5 glukoz); MRSB: De Man Rogosa Sharpe Broth; LB:
Luria Bertani Broth; TSYB:Triptic Soy Yeast Broth

-: inhibisyon yok
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Micrococcus lulens

Micrococcus luteus

Pedipcoccys pentosas

Staphylococcus carnosys MC1 8

Pediococcus pentosUs Staphylococcus carnosus MC1.B

Sekil 4.1 L. lactis subsp. lactis LL27 susunun kuyu diflizyon testi sonucu farkli
indikator bakterilere kars1 belirlenen antimikrobiyel etkinligi
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4.2 L. lactis subsp. lactis LL27 Susunun Antibiyotik Duyarhlik Diizeyinin
Belirlenmesi

Disk difiizyon yontemi kullanilarak yapilan antibiyotik duyarlilik caligmalarinda L.
lactis subsp. lactis LL27 susu; hiicre duvari sentezini inhibe eden antibiyotiklerden
penisilin G disinda amfisilin, sefazolin, meropenem, imipenem, vankomisin,
amoksisilin-klavulanik asit ve seftiofura karsi duyarli bulunmustur. Bu susun protein
sentezi inhibitoérii olan amikasin, gentamisin, kanamisin, spektinomisin, tetrasiklin,
kloramfenikol, eritromisin, azitromisin, florfenikol, siprofloksin, linkomisin, oflokasine
karst duyarli, streptomisin ve neomisine karsi ise direncli oldugu tespit edilmistir.
Calismada kullanilan niikleik asit sentezini inhibe eden tiim antibiyotiklere ve
sitoplazma zarini etkileyen polimiksin B’ye kars1 direngli oldugu belirlenen LL27 susu,
en yliksek direnci sulfonomidler ve polimiksin B’ye kars1 gosterirken, penisilin G’ye

kars1 ¢ok diistik direng igerdigi saptanmustir (Cizelge 4.2, 4.3 ve Sekil 4.2).

Walther vd. (2008)’in sigirlardan izole ettikleri 41°1 L. lactis, 31’1 L. garvieae olmak
lizere toplam 72 Lactococcus susu ile yirittiikleri arastirmada tiim izolatlarin
amoksisilin-klavulanik asit, gentamisin, penisilin ve vankomisine karsi duyarl
olduklari belirlemislerdir. Test edilen suslardan hicbiri kanamisine karsi yiliksek
direng gostermezken L. lactis suslarinin tetrasikline direnci % 14.6, eritromisine direnci

ise % 7.3 oraninda bulunmustur.

L. lactis iyeleri genellikle Gram-pozitif bakterilere karsi etkili antibiyotiklere
(makrolidler, basitrasin, eritromisin, linkomisin, novobiosin, teikoplanin, vankomisin
vd.), genis spektrumlu antibiyotiklere (rifampisin, spektinomisin, kloramfenil vd.) ve -
laktam grubu antibiyotiklere (penisilin, ampisilin, amoksisilin, piperasilin, tikorsisilin,
imipenem vd.) duyarli iken; metronidazol, sefoksitin ve trimetoprime, Gram-negatif
bakterilere etkili antibiyotiklere (fusidik asit, nalidiksik asit, polimiksin B vd.),
amigdalinlere, gentamisine ve kanamisine karsi ise direngli bulunmustur. Tetrasiklin,
sefolothin, nitrofurantoin ve sefotetan antibiyotiklerine karsi duyarlilik sustan susa
farklilik gostermektedir. Laktobasillerde, oldugu gibi, bazi nadir L. lactis suslari
kloramfenikol, klindamisin, streptomisin, eritromisin ve tetrasikline karsi direnglilik

icermektedir (Florez vd. 2005, Amor vd. 2007).
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Todorov vd. (2007)’nin insan vajinal salgisindan izole ettigi L. lactis subsp. lactis
HV219 susunun probiyotik 0Ozelliklerini inceledigi ¢alismasinda; HV219 susunun
gelisimini tetrasiklin, amikasin, streptomisin, neomisin, sulfonomidler ve nalidiksik
asid inhibe edemezken; kloramfenikol, oflokasin, trimetoprim, siprofloksasin, sefazolin
ve vankomisinin inhibe ettigini tespit etmistir. Herreros vd. (2005) tarafindan yapilan
baska bir c¢alismada; Armada peynirinden izole edilen 9 adet L. lactis susunun
antibiyotik direnclilikleri arastirilmistir. Bu calismanin sonucunda suslardan 3’iiniin
amfisilin ve tetrasikline, 5’inin vankomisine, 6’simin kloramfenikol, kanamisin ve
siprofloksine, 7’sinin rifampisine ve caligilan tim suslarin ise trimetoprime karsi

direngli oldugu belirlenmistir.

Tiirkiyeden izole edilen L. lactis subsp. lactis LL27 susunun antibiyotik direnglilik
profili, yukarida 6zetlenen literatiir verilerinde oldugu gibi biiyiik bir olasilikla ekotipik
farkliligin bir Ornegini teskil etmektedir. Laktokoklarda antibiyotik direncliligi
gelisimini tesvik eden en 6nemli unsur hayvan tedavisinde yliksek oranda ve kontrolsiiz
antibiyotik kullanimidir. Starter kiiltiir yada probiyotik olarak kullanilacak suslarda
antibiyotik direnglilik, bu anlamda bir avantaj olarak goriilmektedir. Zira antibiyotik
tedavisi goren bireylerde sagligi destekleyici olarak biinyeye alinan bu suslarin
sistemdeki kalicilig1, antibiyotik direngliliginin tiir igi ve tiirler arasi aktarimi riskinin
olusmasina neden olabileceginden tercih edilmemektedir. Bu genetik aktarimin s6z
konusu oldugu kosullarda 6zellikle bagirsak florasinda antibiyotik diren¢ yayiliminin
tesvik edilmesi gibi istenmeyen bir durum ortaya ¢ikabilmektedir. Bu nedenle L. lactis
subsp. lactis LL27 susunun igerdigi antibiyotik direnglilik 6zelliklerinin genetik
dogasinin belirlenmesi probiyotik kullanim potansiyeli agisindan biiylik 6nem

tasimaktadir.
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Cizelge 4.2 L. lactis subsp. lactis LL27 susunun antibiyotik duyarlilik profili

Antibiyotikler Zon ¢aplar1 (mm)
AM Amfisilin 10 pg 29
Ccz Sefazolin 30 pug 22
MEM  Meropenem 10 pg 29
IPM Imipenem 10 pg 35
VA Vankomisin 30 pug 20
P2 Penisilin G 10 unite -
AMC  Amoksisilin-klavulanik asit 30 pg 22
EFT Seftiofur 30 pg 24
AK Amikasin 30 pg 16
CN Gentamisin 10 pg 14
K Kanamisin 30 ng 15
SPT Spektinomisin 100 pg 14
TE Tetrasiklin 30 pg 25
C Kloramfenikol 30 pg 23
E Eritromisin 15 pg 30
AZM  Azitromisin 15 pg 23
S Streptomisin 10 ng -
N Neomisin 5 ug -
FFC Florfenikol 30 pg 20
CIP Siprofloksasin 5 ug 18
MY Linkomisin 2 ug 19
OFX  Oflokasin 5 ug 19
SD Siilfodiazin 25 ug -
TMP  Trimetoprim 5 ug -
RD Rifampisin 5 pug -
S3 Sulfanomidler 300 pg -
NA Nalidiksik asit 30 pg -
NV Novobiosin 5 ug -
PB Polimiksin B 300 pg -

-: direngli
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Cizelge 4.3 Antibiyotiklerin minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MiK)

Antibiyotikler MIK (pg/mL)
P2 Penisilin G <4
S Streptomisin 64
N Neomisin 64
TMP Trimethoprim 64
RD Rifampisin 128
SD Siilfodiazin 64
S3 Sulfanomidler >512
NA Nalidiksik asit 64
NV Novobiosin 32
PB Polimiksin B >512

Sekil 4.2 L. lactis subsp. lactis LL27 susunun antibiyotik duyarlilik profili
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4.3 L. lactis subsp. lactis LL27 Susunun Diisiik pH, Pepsin, Pankreatin ve Safra
Tuzlarina Karsi Direncinin Belirlenmesi

pH denemeleri sonunda LL27 susunun canlilik oran1 3. saatin sonunda pH 2’de % 39.22
oraninda, pH 3’de ise % 79.12 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.4). pH 2’de yiiriitiilen
pepsin uygulamasinda 3. saatin sonunda tespit edilen canlilik oran1 % 24.28 iken pH

3’de bu oran % 61.99 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.4 L. lactis subsp. lactis LL27 susunun diisiik pH kosullarindaki canlilik diizeyi

Zaman pH7.2 pH3 pH 2

(saat) log kob/mL log kob/mL % canhhk log kob/mL_ % canhhk
0 8.90 8.80 98.88 8.20 92.13
0.5 8.80 8.40 95.45 6.10 69.32
1 9.10 8.30 91.21 5.40 59.34
1.5 8.80 8.10 92.05 5.20 59.09
2 9.00 7.70 85.56 5.30 58.89
2.5 9.10 7.30 80.22 4.20 46.15
3 9.10 7.20 79.12 3.60 39.56
3.5 8.90 6.20 69.66 1.80 20.22
4 8.90 6.00 67.42 0 0

Cizelge 4.5 L. lactis subsp. lactis LL27 susunun pepsin varligindaki canlilik diizeyi

Zaman PBS (pH 7.2) Pepsin (pH 3) Pepsin (pH 2)

(saat) log kob/mL log kob/mL % canlilik log kob/mL % canhilik
0 11.08 8.60 77.67 8.26 74,62

1.5 11.11 7.56 68.05 5.48 49.37

3 11.20 6.40 57.22 3.29 29.46
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Besinlerin sindirim sisteminden gegisi sirasinda, midede kalma siiresi ortalama 3 saattir
(Vinderola and Reinheimer 2003). Bir giinde pH’s1 yaklasik 2 olan gastrik sividan 2.5
litre salgilandig1 bilinmektedir (Charteris vd. 1998). Porbiyotik mikroorganizmalar etki
gosterecekleri bagirsak sistemine ulasabilmek icin bu gastrik siviyr gegmek
zorundadirlar (Dunne vd. 2001). Arastirmamiz sirasinda pH 2 ve 3’de yiiriitiilen pepsin
uygulamasi ile L. lactis subsp. lactis LL27 susunun sindirim sistemine ulasmasi halinde

gastrik kosullara direng diizeyinin in-vitro olarak belirlenmesi amaglanmustir.

Genellikle laktokoklarin sindirim sisteminin diisiik pH’sinda canli kalamadiklar
diisiiniilse de, Kimoto vd. (2007) tarafindan laktokoklar iizerinde yiiriitiilen c¢aligma
sonucunda baslangic sayist 9.2 log kob/mL olan L. lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis N7 susunun pH 2’de 2 saat inkiibasyon sonucunda 5.4 log kob/mL’ye, pH
3’de 2 saat sonunda yalnizca 7.8 log kob/mL’ye diistiigii tespit edilmistir. Vinderola ve
Reinheimer (2003)’in starter olarak kullanilan laktik asit bakterileri ve probiyotik olarak
kullanimda olan bakterileri probiyotik karakterleri ve biyolojik bariyerlere karsi
direngleri agisindan karsilastirdigi ¢alismada; 9 adet L. lactis susunun pH 2’ deki gastrik
stvida 3 saat sonunda canliliklarinda 6 log kob/mL’den fazla azalma oldugu, bu
azalmanin pH 3’deki gastrik sivida 3.3-6 log kob/mL arasinda degistigi saptanmistir.
Bunun yani sira probiyotik olarak kullanimda olan Lactobacillus casei tiiriine ait 5 susta
ve Lactobacillus rhamnosus tiiriine ait 2 susta pH 2’deki gastrik sivida 3 saat sonundaki

canliliklarindaki azalmanin da 6 log kob/mL’den fazla oldugu tespit edilmistir.

Elde edilen veriler, ¢alisilan LL27 susunun gastrik kosullarda canliligini yiiksek
diizeyde siirdiirebildigini ve dolayist ile sindirim sistemine ulastiginda patojenlerle
yarisma ve tutunma igin yeterli sayityr koruyabildigini gostermektedir. Yukarida
Ozetlenen literatiir verilerinden de agikca goriilecegi tizere laktokoklar genellikle gastrik
kosullara yiiksek diizeyde duyarli bulunmustur. Tirkiye kokenli LL27 susunun bu
direnc karakteristigi stres kosullarina diren¢ bakimindan da arastirilmasi gereken 6nemli

bir farkliliktir.

L. lactis subsp. lactis LL27 susu ile pH 8’de yiiriitiilen pankreatin uygulamasinda da 4

saat sonunda susun canliligini yine yiiksek oranda stirdiirdiigii tespit edilmistir (Cizelge
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4.6). Bunun yani sira % 3 ‘liik safra tuzu konsantrasyonunda 4 saat sonunda canliligin

% 40’1 tizerinde korundugu saptanmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6 L. lactis subsp. lactis LL27 susunun pankreatin ve safra tuzu varligindaki
canlilik diizeyi

Zaman PBS (pH 7.2) Pankreatin Safra tuzu (% 0.3)

(5230 150 kob /mL  log kob/mL % canliik  log kob/mL % canhhik
0 11.08 10.55 95.29 6.09 55.04

4 11.24 9.35 83.24 4.76 42.36

Ince bagirsak ortami simiile edilerek yiiriitiilen denemelerde ise safra tuzu (% 0.3) ve
pankreatin (pH 8) uygulamasi, mikroorganizmalarin probiyotik 6zelliklerinin
tanimlanmasinda kritik 6nem tasimaktadir. (Maragkoudakis vd. 2006). pH’s1 yaklasik 8
olan pankreatik sividan proksimal ince bagirsaga gilinde ortalama 0.7 litre
salgilanmaktadir (Charteris vd. 1998). Intestinal sistemdeki safra tuzunun fizyolojik
konsantrasyonu ise % 0.3-0.5 arasinda degismektedir (Begley vd. 2005). Probiyotik
mikroorganizmalarin safra tuzuna direng 6zelliginin, konjuge safra tuzlarmin hidrolize
edilmesi suretiyle inhibitdr etkiyi azaltan safra tuzu hidrolaz (BSH) aktivitesine baglh

oldugu one siiriilmektedir (Oh vd. 2000, Mourad ve Nour-Eddine 2006).

Vinderola ve Reinheimer (2003) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada L. lactis tiiriine
ait 9 susta % 0.3’ liik safra tuzu varliginda suslarin canlilik oranlarinin % 21.3-76.6
arasinda degistigi tespit edilmistir. Yine ayni1 ¢alismada probiyotik olarak kullanimda
olan Lactobacillus ve Bifidobacterium cinslerine dahil suslarda bu diren¢ diizeyinin

% 3.6-93.5 oraninda oldugu belirlenmistir.
Todorov vd. (2007), insan vajinal salgisindan izole ettigi L. lactis subsp. lactis

HV219’un probiyotik o6zelliklerini arastirdigi ¢aligmasinda susun % 0.3’°lik safra

varhiginda 1yi gelistigini tespit etmistir.
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In-vitro kosullarda ince bagirsak sistemini simiile eden pankreatin ve safra tuzu
konsantrasyonlarina karsi direng yukarida belirtilen bazi suslar hari¢ genellikle
laktokoklarda diisiik diizeydedir. L. lactis subsp. lactis LL27 susunun bu kosullarda da
yiiksek diizeyde direng gdstermesi; gastrik sistemi gectikten sonra ulastigi ince bagirsak
sisteminde de kaliciligini koruyabilecegine ve probiyotik etkinligini siirdiirebilecegine

isaret etmektedir.

4.4 L. lactis subsp. lactis LL27 Susunun Caco-2 ve CCL-221 Hiicrelerine
Tutunmasi

L. lactis subsp. lactis LL27 susunun bagirsak yiizeyine tutunma yeteneginini belirlemek
icin yiirttiilen ¢alismada Caco-2 ve CCL-221 hiicreleri kullanilmis ve denemeler iki
ayr1 yontem ile gerceklestirilmistir. Caligmamizda Caco-2 hiicrelerine tutunma orani
Maragkoudakis vd. (2006) tarafindan Onerilen yonteme gore ~ % 2.5 olarak
belirlenirken, Morita vd. (2002) tarafindan Onerilen yonteme gore ise 13
bakteri/mikroskop alani olarak belirlenmistir. L. lactis subsp. lactis LL27 susunun CCL-
221 hiicrelerine tutunma orani ise Morita vd. (2002) tarafindan Onerilen yonteme gore

29 bakteri/ mikroskop alani olarak tespit edilmistir.

In-vivo olarak bakteriyel tutunmanin incelenmesi zor oldugu i¢in tutunma denemeleri;
in-vitro kosullarda insan orjinli bagirsak hiicreleri kullanilarak yapilmaktadir. Bu
denemelerde en yaygin olarak kullanilan hiicreler ise enterositlere benzeyen Caco-2
hiicreleridir (Tuomola ve Salminen 1998). Yaptigimiz arastirmalara gére CCL-221
kolorektal hiicreler probiyotik potansiyelleri olan bakterilerin tutunma 6zelliklerinin
arastirilmasinda daha once hi¢ kullanilmamistir. Calismamiz bu agidan da bir ilk tegkil

etmektedir.

Kimoto vd. (1999) ¢esitli siit iirlinlerinde starter kiiltiir olarak kullanilan Lactococcus
cinsine dahil 9 adet susun probiyotik 6zellikleri iizerine ¢alismis ve Caco-2 hiicrelerine
tutunma tespiti igin L. johnsonii susunu pozitif kontrol, L. acidophilus susunu ise negatif
kontrol olarak kullanmigtir. Caligma sonucunda 3 susun tutunma yeteneginde olmadigi,
5 susun diistik diizeyde tutunma gosterdigi, L. lactis subsp. lactis NIAI 527’nin ise

pozitif kontrol olarak kullanilan L. johnsonii ile ayni diizeyde tutunma gergeklestirdigi
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saptanmistir. Bunun yani sira Todorov vd. (2007) 2 saatlik inkiibasyonun ardindan
L. lactis subsp. lactis HV219 susunun Caco-2 hiicrelerine % 7 oraninda tutundugunu

tespit etmistir.

L. lactis subsp. lactis LL27 susu ile yiiriitiilen tutunma testleri sonucunda; ¢alismada
kullanilan farkli yontemler karsilastirilamamis ancak hiicre tiplerinin tutunma oranini
degistirdigi ve her durumda s6z konusu susun adhezif 6zellik tasidigr belirlenmistir.
Hangi yontem ya da hiicre tipi kullanilirsa kullanilsin, L. lactis subsp. lactis LL27
susunun ticari probiyotik preparatlart i¢in tanimlanan sinirlar igerisinde tutunma

yetenegi icermesi, sistem kalicilifinda istenilen 6zellikleri tasidigini kanitlamaktadir.

L. lactis subsp. lactis LL27 susu her iki hiicre tipine de agregatlar halinde tutunma
yetenegi icerdiginden hiicrelere genis bir yayilma gostermedigi tespit edilmistir (Sekil
4.3, 4.4). Bununla birlikte SEM incelemesi sirasinda L. lactis subsp. lactis LL27 susunun
Caco-2 ve CCL-221 hiicrelerinin her ikisinde de internalizasyona yol actig1 gézlenmistir
(Sekil 4.5, 4.6). Elde edilen goriintiler LL27 susunun invazif olduguna isaret

etmektedir.

Listeria, Salmonella ve Shigella gibi konakg1 hiicreleri isgal etme yetenegi igeren
patojenik  bakteriler DNA esasli vektorlerin memeli hiicrelere aktariminda
kullanilmaktadir (Schoen vd. 2004). Bununla birlikte, bu patojenlerin virulent fenotipe
doniisebilme riski bu genlerin kullaniminda 6nemli bir kisitlayict unsurdur (Dunham
2002). Opysa patojenite ile ilgili olmadig: bilinen suglarin kullanimi halinde 6karyotik
organizmalarda gen terapisi ve genetik 1slah ¢alismalarmin saglikli bir sekilde
yiriitiilmesi miimkiindiir. Bu anlamda L. lactis subsp. lactis LL27 susu s6z konusu
caligmalara yeni bir boyut kazandirma potansiyeli tagimaktadir. Laktokoklarin invazif
Ozellik tasimadigini One siiren genel literatiir verilerinin aksine (Innocentin vd. 2009) L.
lactis subsp. lactis LL27 susunda ilk tanimlamalara goére invazif yetenegin
bulundugunun tespiti bu tezin en énemli bulgusunu teskil etmektedir. Bu bulgunun ileri
genetik ve biyokimyasal ¢aligmalarla kesinlik kazanmasi, patojenitenin evrimine 11k

tutacak verilerin saglanmasinda 6nemli bir adim teskil edecektir.
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Sekil 4.3 L. lactis subsp. lactis LL27 susunun Caco-2 hiicrelerine tutunmasi (x1000)
* oklar bakterilerin agregat tutunmalarini gostermektedir

Sekil 4.4 L. lactis subsp. lactis LL27 susunun CCL-221 hiicrelerine tutunmasi (x1000)

* oklar bakterilerinin agregat tutunmalarini gostermektedir
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Sekil 4.5 L. lactis subsp. lactis LL27 susunun Caco-2 hiicrelerine tutunmasimin SEM
gorlintiisii (x5000)

*1. ve 2. goriintiiddeki oklar bakteri internalizasyonu, 3. goriintii ise bakteri ile muamele edilmis hiicreyi

gostermektedir.
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Sekil 4.6 L. lactis subsp. lactis LL27 susunun CCL-221 hiicrelerine tutunmasinin SEM
gortintiisii (x5000)

*1. ve 2. goriintiideki oklar bakteri internalizasyonu, 3. goriintii ise bakteri ile muamele edilmis hiicreyi

gostermektedir.
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4.5 L. lactis subsp. lactis LL27 Susunun Patojen Bakterilerin Caco-2 Hiicrelerine
Tutunmalarim Engellemesi

E. coli ETEC susunun Caco-2 hiicrelerine tutunma yeteneginin; 6énceden L. lactis subsp.
lactis LL27 susu tutundurulmus Caco-2 hiicreleri kullanilarak arastirildigi ¢alismada
% 73.69 oraninda engellendigi saptanmistir. Ayni deneme S. Typhimurium SL1344 ile
yuritildiigiinde ise, bu patojenin Caco-2 hiicrelerine tutunma yeteneginin L. lactis
subsp. lactis LL27 susu tarafindan % 45.41 oraninda engellendigi belirlenmistir (Sekil
4.7).

Probiyotik susun inhibisyon etkisi; organik asit, hidrojen peroksit, bakteriyosin ve
bakteriyosin benzeri maddeleri liretim yetenedi ya da patojen mikroorganizmalarin
epitel ylizeylere tutunmalarini engelleme ve besin maddeleri icin rekabet
mekanizmalartyla agiklanmaktadir (Rastall vd. 2005). Bagirsak epiteline tutunma ve
kolonizasyon i¢in probiyotiklerin patojenlerle yarigmasi, sindirim kanalinin korunmasi
icin gerekli ve onemli mekanizmalardan biridir (Jankowska vd. 2008). Tutunmanin
engellenmesi bagirsakta patojen kolonizasyonunu 6nlemekte ve boylece konakgi sistemi

enfeksiyondan korunmaktadir (Tuomola vd. 1999).

L. johnsonii Lal, Bifidobacterium Cal ve F9, L. acidophilus LB, L. plantarum ACA-
DC 146 ve L. paracasei subsp. paracasei ACA-DC 221 susglan ile yiiriitiilen bir
calismada; L. plantarum ACA-DC 146 susunun E. coli CFA 1’in tutunmasint % 41, S.
Typhimurium SL1344’{in tutunmasini ise % 14 oraninda azalttig1 belirlenmistir.
Calismada kullanilan diger suslar, S. Typhimurium’un tutunmasi tizerine herhangi bir

etki gostermemistir (Maragkoudakis vd. 2006).

L. lactis suslariin patojenlerin tutunmasini engellemesi etkinligine dair literatiir verileri
bulunmamaktadir. Bu agidan 6ncii nitelik tasiyan calismamizin in-vivo denemelerle
hayvan modellerinde de dogrulanmasi biiyiik 6nem tagimaktadir. Ancak in-vitro ¢alisma
sonuglart en 6nemli bagirsak kdkenli patojenler ile L. lactis subsp. lactis LL27 susunun
bagirsak epiteline tutunmada yarigsma yetenegi icerdigine isaret etmektedir. Bu yetenek
s0z konusu susun probiyotik potansiyelinin giiciinii géstermesi agisindan ¢alismamizda

kritik 6nem tagimaktadir.
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Sekil 4.7 E.coli (ETEC) ve S. Typhimirium SL1344 suslarinin tutunma oranlari
(m) inhibisyonsuz tutunma orant (=) LL27 susunun engellemesi sonucundaki tutunma orani

4.6 Hidrofobisite

L. lactis subsp. lactis LL27 susunun hiicre siispansiyonunun n-hekzadekan ile muamele
edilmeden oOnceki optik yogunlugu (OD) 0.93 ile 1.09 iken, n-hekzadekan ile
muamelesinin ardindan bu yogunluk 0.15 ile 0.18 arasinda degisim gostermistir. 6
paralel olarak gergeklestirilen ¢alismanin sonunda L. lactis subsp. lactis LL27 susunun
hidrofobisitesi % 83.48 + 1.45 olarak hesaplanmustir.

Mikroorganizmalarin dis ylizeyinin hidrofobik dogas1 o bakterinin konakgiya tutunmasi
ile ilgilidir. Bu 6zellik, yarigmada avantaj saglayabilmesi ve dolayisiyla bakterinin
insan gastrointesitinal sisteminde varligini devam ettirebilmesi i¢in Onemlidir.

Mikroorganizmalarin epitel hiicrelere adezyonunu degerlendirmede bir ara¢ olan, n-
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hekzadekana mikrobiyel adezyon gegerli bir kalitatif fenomonelojik yaklasimdir

(Vinderola ve Reinheimer 2003).

Vinderola ve Reinheimer (2003) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada 9 ayr L. lactis
susunun hidrofobisite degerleri % 14.9-31.3 araliginda oldugu belirlenmistir. Yiiksek
hidrofobisitenin bakterilere gastrointestinal sisteme daha kuvvetli tutunma saglamasiyla
diger bakterilerle yarismada avantajli olmalarina neden oldugu diistiniilmektedir (Naidu
vd. 1999, Todorov vd. 2007). Buna karsin, Ouwehand vd. (1999) probiyotik
mikroorganizmalarin intestinal mukusa tutunmalart {izerine yaptigi ¢alismada
bakterilerin yiizey hidrofobisiteleri ile tutunma yetenekleri arasinda bir korelasyon
olmadigin1 gostermistir. L. lactis subsp. lactis LL27 susunun hidrofobisite 6zelligi
snirli literatiir verileri ile karsilastirildiginda, denenen laktokok suslarindan daha
yiiksek bir hidrofobisite ozelligine sahip oldugu goriilmektedir. Bu durum LL27
susunun yiizey karakteristikleri bakimindan da atipik bir sus olduguna isaret etmektedir.
Ileri biyofiziksel analizler ile bu karakteristiklerin tanimlanmas1 da ¢aligmanin devami

olacak projelerin kapsami igerisine alinmustir.

4.7 L. lactis subsp. lactis LL27 Susunun Antioksidan Etkisi

L. lactis subsp. lactis LL27 susunun DPPH siipiirme kapasitesi % 75 + 3, demir iyonu

selatlama aktivitesi de % 29.5 + 3 olarak bulunmustur.

Serbest radikaller, solunum ve bazi hiicre aracili immiin fonksiyonlarda oldugu gibi
viicudun oksijeni kullanmasiyla siirekli tretilirler (Barros vd. 2007). Farmer vd.
(1942)’nin yaygin olarak kabul goren 6nermesine gore; serbest radikaller, diger reaktif
oksijen cesitleri ve oksidasyon proseslerinde iiretilen toksik iiriinler biyolojik
molekiillere saldirabilir ve zarar verebilir. Serbest radikallerin saldirdigi molekiiller de
serbest radikal iiretebilirler. Serbest radikal zincir reaksiyonlarinin sonucunda canli
organizmalarda biiyiik zararlar ortaya ¢ikabilmektedir. Serbest radikal iiretimi ve bir¢cok
hastaligin yakin iliski igerisinde oldugu cesitli arastiricilar tarafindan belirlenmistir

(Halliwell ve Gutteridge 1984, Halliwell ve Gutteridge 1989). Bu nedenle L. lactis
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subsp. lactis LL27 susunun bir serbest radikal olan DPPH’i siiplirme kapasitesi

calisilmis ve elde edilen sonug susun antioksidatif etkisi oldugunu gostermistir.

Kararlt bir serbest radikal olan DPPH, kararli bir diyamanyetik molekiil haline gelen
elektron ya da hidrojen radikali olarak kabul edilir (Halliwell ve Gutteridge 1989). L.
lactis subsp. lactis LL27 susunun serbest radikal siipiirme kapasitesi in-vitro olarak test
edilmis ve DPPH radikaline kars1 yiiksek siipiirme kapasitesine sahip oldugu
belirlenmistir. ~ Serbest  radikal siliplirme  kapasitesi, antioksidanlarin  lipit
peroksidasyonunu inhibe ettigi bilinen mekanizmalardan biridir (Soares vd. 1997).
Lactobacillus ve Bifidobacterium‘un serbest radikalleri in-vitro siipiirme kapasiteleri ile
ilgili yapilan ¢alisma da ¢ok azdir. Lin ve Chang (2000) Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 susunun DPPH siipiirme kapasitesini % 43.2, Bifidobacterium longum
ATTC 15708 susunun siipiirme kapasitesini ise % 52.1 olarak bulmustur. Wang vd.
(2009) doza bagli bir metodla yaptig1 ¢alismada Lactobacillus fermentum’un stipiirme
kapasitesini 10° kob/mL i¢in % 90 diizeyinde saptanmustir. Bu veriler ve bizim elde
ettigimiz sonuglar DPPH siipiirme kapasitesinin tiir, sus ve doza bagli oldugunu

gostermektedir.

Reaktif oksijen tiirlerinin yiiksek {iretimi sonucu, metal katalizleme doniisiimii kiiresel
oksidatif hasarin genel patolojisini ortaya koymaktadir (Nishmura vd. 2004). Bu
nedenle, agiz yoluyla alman fazla miktardaki demir kolon mukozasinda lipit
peroksidasyonuna neden olur. Laktik asit bakterilerinin selatlama aktiviteleri,
bakterilerin hiicre duvarinda yer alan fizyolojik selatorler yardimiyla gerceklesmektedir.
Bu nedenle caligmada saglamlifindan emin olunan hiicreler kullanilmistir. Calisma
sonucunda L. lactis subsp. lactis LL27 susunun yiiksek seviyede oksijene karsi
dayanikli oldugu belirlenmistir. Bu sonu¢ séz konusu susun bagirsak mukozasindaki

oksidatif strese kars1 koyabileceginin acik bir kanitidir.
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5. SONUC

Bu arastirma kapsaminda, Nisin A dreticisi L. lactis subsp. lactis LL27 susunun
probiyotik 0Ozellikleri; mide asitligine direnci, bagirsak sisteminde yasamda kalma
kabiliyeti, bagirsak epiteline tutunma yetenegi ve bagirsak patojenleri ile epitel
hiicrelerine tutunmada yarismaci olup olmadigi incelenerek karakterize edilmistir. Tiim
bu arastirmalardan elde edilen veriler, Tiirkiye kokenli olan bu susun yliksek diizeyde
probiyotik potansiyeli tasidigina isaret etmektedir. Aragtirmamiz kapsaminda tim
denemelerin in-vitro kosullarda gergeklestirilmis olmasi nedeni ile nihai sonuglar igin,
denemelerin hayvan model sistemleri kullanilarak yapilacak calismalar ile de
dogrulanmasi ve bu sus icin patent ¢alismalarina baslanmasi gerekmektedir. Ciddi bir

maliyet ve is yiikii isteyen bu calismalar i¢in kamu ve 6zel sektor destegi zorunludur.

Arastirmanin bir diger kritik bulgusu L. lactis subsp. lactis LL27 susunun invazif
ozellik tasidiginin tanimlanmasidir. Bu bulgu L. lactis tiirii i¢in yeni bir bulgudur ve s6z
konusu tiiriin evrimine yeni bir boyut ve bakis acis1 kazandiracak nitelik tagimaktadir.
Bu nedenle L. lactis subsp. lactis LL27 susunda tespit edilen invazif 6zelligin genetik ve
biyokimyasal dogasinin belirlenmesi yaninda, s6z konusu 06zelligin patojenite ile

iliskisinin tanimlanmasi ¢alismalarina da baslanmustir.

Nisin treticisi olmasi nedeni ile L. lactis subsp. lactis LL27 susunun in-vivo kosullarda
bagirsak kokenli patojenlere karsi antibakteriyel etkinliginin tanimlanmasi ise, 6zellikle
kontrollii salinimin gerceklestirildigi lipozom sistemleri ile tasarlanmis ve galismalara

baslanmustir.
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