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OZET

Bu c¢alismada, Ankara ili ilgelerinden toplanan tavuk digkilarindan 44 laktik asit bakterisi
izole edilmis ve izolatlarin ekzopolisakkarit (EPS) firetim yetenekleri belirlenmistir.
Bakterilerin {irettikleri ekzopolisakkaritlerin prebiyotik olarak kullanilabilirliklerinin
belirlenmesi amaciyla yiiksek ve diisiik EPS iiretim kapasitesine sahip izolatlar segilerek
liyofilize EPS (I-EPS)’ler elde edilmistir. Yiiksek EPS iiretimine sahip iki izolat
(KC27L/KC66L) ile diisiikk EPS iiretimine sahip iki izolatin (KC21L/KC76L) molekiiler
tanimlamalar1 yapilmistir. En yiiksek EPS fdreticisi Lactobacillus salivarius KC27L
susundan elde edilen 1-EPS’nin molekiiler karakterizasyonu yapilmistir. Segilen suslara ait
bakteri siispansiyonlari, kiiltiir filtratlari, 0,5 ve 1 mg/mL I-EPS’leri ve bakteri+0,5 ve 1
mg/mL 1-EPS’leri ve ticari bir prebiyotik olarak kullanilan iniilinin (0,5 ve 1 mg/mL)
(kontrol) antimikrobiyal, antibiyofilm ve antioksidan aktiviteleri tespit edilmistir. Bakteri
stispansiyonlari, 1-EPS’ler ve bakteri+l-EPS’lerde test edilen patojen bakterilere karsi
herhangi bir antimikrobiyal aktiviteye rastlanmazken, en yliksek antimikrobiyal etkinin L.
salivarius KC27L susunun kiiltlir filtratinda Staphylococcus aureus EBI1 patojenine (10
mm) kars1 oldugu goriilmiistiir. En yiiksek antibiyofilm etki, L. salivarius KC27L susuna
ait 1 mg/mL 1-EPS’de E. coli ATCC 11229 iizerinde (%87 inhibisyon) gdzlenmistir. Ug
farkli metot ile antioksidan aktivitenin belirlendigi calismada, en yiiksek 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) radikalini giderme etkisinin L. reuteri KC21L susunun 1 mg/mL 1-
EPS’sinde (%84,9), Fe™ iyonu selatlama aktivitesinin L. reuteri KC21L susunun bakteri
siispansiyonu+1 mg/mL 1-EPS’sinde (%76,3), siiperoksit anyon radikali siipiiriicli
aktivitenin ise L. salivarius KC27L susuna ait bakteri slispansiyonunda (%73,2) oldugu
tespit edilmistir. Bu calisma kapsaminda elde edilen sonuglar neticesinde tavuk digkisi
kaynakl1 laktobasillerin iirettikleri EPS’lerin tavuk yeminde prebiyotik olarak onerilmesi
amaclanmustir.
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ABSTRACT

In this study, 44 lactic acid bacteria isolated from chicken feces collected from districts of
Ankara and exopolysaccharide (EPS) production capabilities of isolates were determined.
In order to determine the prebiotic availability of exopolysaccharides produced by bacteria,
isolates with high and low EPSs production capacity were selected and lyophilized EPSs
(1-EPSs) were obtained. Two isolates with high EPS production (KC27L/KC66L) and two
isolates with low EPS production (KC21L/KC76L) were molecularly identified. Molecular
characterization of 1-EPS obtained from the highest EPS producer Lactobacillus salivarius
KC27L strain was performed. Antimicrobial, antibiofilm, and antioxidant activites of the
bacterial suspensions, culture filtrates, 1-EPSs (0.5-1 mg/mL), bacteria+1-EPSs (0.5-1
mg/mL) of the selected strains and inulin (0.5-1 mg/mL) were determineted. The bacterial
suspensions, culture filtrates, I-EPSs and bacteria+l-EPSs of the strains did not inhibit the
growth of all test bacteria while the highest antimicrobial activity of the culture filtrate of
L. salivarius was 10 mm S. aureus EB1. The highest antibiofilm effect of 1 mg/mL 1-EPS
of L. salivarius KC27L strain was 87% inhibition on E. coli ATCC 11229. Antioxidant
activity was determined by three different methods and the highest 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazase (DPPH) radical removal effect was obtained in 1 mg/mL 1-EPS (84.9%)
of L. reuteri KC21L strain, Fe*? ion chelating activity was found to be the bacterial
suspension of L. reuteri KC21L strain+1 mg/mL in 1-EPS (76.3%) and superoxide anion
radical scavenging activity was determined in the bacterial suspension of L. salivarius
KC27L (73.2%). As a result of the results obtained in this study, it was aimed to suggest
the EPSs produced by lactobacilli isolated from chicken feces as prebiotic in chicken feed.
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1. GIRIS

Tavuk gastrointestinal sistemi (GIS), basta bakteriler olmak iizere ¢ok sayida tiirden olusan
dinamik bir mikrobiyal topluluk barimdirmaktadir. Bu bakteriler, kiimes hayvanciliginin
genel saglik performansinda 6énemli bir rol oynamaktadir. GIS bakterileri, kabaca patojenik
veya komensal organizmalar olarak siniflandirilabilirler. Patojen bakteriler lokalize veya
sistemik enfeksiyonlara ve bagirsak lezyonlarina neden olarak konak¢iya zarar verebilirler
ancak komensal bakteriler, besleyiciler, metabolik kolaylastirma ve rekabet dis1 dislama

saglayarak konakg¢iya fayda da saglayabilirler (Wei, Lilburn ve Yu, 2016).

Refahi artirmak ve ekonomik faydalar saglamak amaciyla antibiyotikler ve kemoterapikler
kanatlilarda uzun yillar kullanilmistir. Bu durum, hem insan hem de hayvanlarda patojenik
bakterilerin antibiyotiklere karst direng gelistirme riskinden dolayr kullanimi
yasaklanmistir. Bu nedenle, insan ve hayvanlarin sindirim sistemindeki sinirli sayidaki
faydali mikroorganizmalarin biiylimelerini hizlandiran, patojen mikroorganizmalari
baskilayan, sindirilmeyen yem ve gida maddeleri olarak tanimlanan alternatif biiyiitme
faktorleri (verim artirici) prebiyotikler, probiyotikler, sinbiyotikler, postbiyotikler gibi
cesitli yem katki maddeleri, antibiyotiklerin yerini almasi i¢in biiylime promotorleri olarak

kullanilmaya baglanmistir (Wang, Tang, Zheng, Xing ve Wang, 2016).

Tavuk performansi lizerinde yapilan aragtirmalar, probiyotik destegin olumlu etkileri
olabilecegini gostermistir. Probiyotikler konak sindirim sistemini kolonize ederler, dogal
mikrobiyotayr arttirirlar  ve patojen organizmalarin  kolonizasyonunu engellerler.
Arastirmacilar, probiyotiklerin, yumurta tavugunun yem verimliligini, iiretkenligini
artirabilecegini ve yumurta kalitesinde (kolesterol diizeyinde azalma, kabuk kalinliginda
artts, yumurta agirlifi) gelisime neden oldugunu bildirmislerdir (Sugiharto, 2016;
Angelakis, 2017). Baz1 ¢alismalarda, probiyotik bakterilerin biiylimeyi destekleyici
etkilerinin, tavuklarda antibiyotik tedavisine esit veya daha iyi oldugu bulunmustur

(Mountzouris ve digerleri, 2007; Drissi ve digerleri, 2014).

Prebiyotikler, kolonda zaten bulunan bir veya birka¢ sirli sayidaki bakteriyel tiiriin
biliylimesini veya aktivitesini secici olarak uyararak ve konakc¢i sagligini iyilestirmeye
calisarak konake¢iyr faydali bir sekilde etkileyen canli olmayan, sindirilemez, lifli yem

katkilaridir. Prebiyotikler, patojenlerin (Ornegin, Escherichia coli ve Salmonella)


http://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cholesterol
http://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/antibiotics

biliylimesini kontrol ederek ve probiyotik olan bifidobakterilerin ve laktobasillerin
biliylimesini uyararak hayvanlarin saglik performansini arttirmaktadirlar (Kareem, Loh,

Foo, Akit ve Samsudin, 2016; Angelakis, 2017).

Laktik asit bakterilerinin (LAB), bagirsak mikrobiyotasini diizenlemek, serum kolesterolii
seviyesini diisiirmek, bagisiklik sistemini uyarmak, kanser riskini azaltmak ve engellemek
gibi probiyotik fonksiyonlari bulunmaktadir. Ayrica son yillarda LAB’nin antioksidan
aktiviteye sahip oldugu da bulunmustur (Li ve digerleri, 2014; Tang ve digerleri, 2017,
Trabelsi ve digerleri, 2017). Gidalar yoluyla alinan LAB sahip olduklar1 antioksidan
aktivitelerinden dolayr reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikimini azalttigi da
bildirilmektedir (Chen, Zhang, Sun, Meng ve Zhang, 2015). Tez calismasinda, Ankara ili
ilgelerinden toplanan tavuk digkilarindan izole edilen LAB’nin iirettikleri EPS’lerin

prebiyotik olarak kullanilabilirliklerinin belirlenmesi amaglanmigtir. Bu kapsamda,

1. Serbest dolasan tavuklarin gaytasindan laktik asit bakterilerinin izolasyonunun
yapilmasi,

2. Probiyotik bakterilerin iirettikleri ekzopolisakkaritlerin (EPS) prebiyotik olarak
kullanilabilirliklerinin belirlenmesi amaciyla yiiksek ve diisiik EPS {iretim kapasitesine
sahip izolatlarin segilerek liyofilize EPS (I-EPS)’lerin elde edilmesi,

3. Yiiksek EPS iiretimine sahip iki bakteri ile diisiik EPS iiretimine sahip iki bakterinin
molekiiler tanimlanmasi,

4. Yiksek EPS tireticisi bakteriden elde edilen I-EPS’nin molekiiler karakterizasyonu i¢in
monemer yapisinin, bag yapisinin ve molekiiler agirliginin belirlenmesi,

5. Molekiiler olarak tanimlanan suslara ait, bakteri siispansiyonlari, kiiltiir filtratlari,
bakterilerden elde edilen 1-EPS’leri (0,5/1 mg/mL) ve bakteri+(0,5/1 mg/mL) I-
EPS’leri ve ticari bir prebiyotik olarak kullanilan iniilinin (0,5/1 mg/mL)

antimikrobiyal, antibiyofilm ve antioksidan aktivitelerinin tespiti hedeflenmistir.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861713011934?via%3Dihub#!
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tang%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28732910
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Trabelsi%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28495632

2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Probiyotik

Yeterli miktarda verildiginde konakg¢1r iizerinde saglhifa yarar saglayan canli
mikroorganizmalar olarak (FAO ve WHO, 2006) tanimlanan probiyotikler, dogrudan veya
dolayli mekanizmalar yoluyla bagirsak mikrobiyotasinin kolonizasyonuna katkida
bulunurlar. Bunlar, komensallerin biiylimesini tesvik eden substratlar {iretirler ve
antimikrobiyal aktivite ile patojenlerin bagirsak kolonizasyonunu inhibe ederler. Ayrica,
bagirsagin gecirgenligini azaltirlar ve miisin sekresyonunu arttirirlar, bdylece bagirsak
iceriginin sisteme sizmasini engelleyerek kronik inflamasyona neden olurlar (Schrezenmeir

ve Vrese 2001; Slawinska, Plowiec, Siwek, Jaroszewski ve Bednarczyk, 2016).

Probiyotiklerin etki mekanizmasi tam olarak agiklanmamis olmakla birlikte, yapilan
arastirmalarda elde edilen sonuglara gore konak¢i hayvana sagladigi yararlar iizerine
yaklagimlar mevcuttur. Ilk olarak probiyotiklerin bagirsak igerisinde pH’y1 diisiirerek,
bazik ya da ndtr pH’da yasayan patojen mikroorganizmalarin miktarin1 azalttigi
bildirilmektedir. Ayn1 zamanda bagirsak epitel hiicresinde ¢ogalarak epitel hiicrelere
yapigarak yasayan patojen mikroorganizmalarin ¢ogalmalarim1i da engellemektedirler
(Bahadiroglu, 1999; Pourabedin ve Zhao, 2015; Angelakis, 2017) (Sekil 2.1). Bagirsak
epitel dokusundaki bu etkisinin yaninda diger onemli etkisi immiin sistem {izerinedir.
Probiyotikler; immiin sistemde antikor salinimini artirma, fagositoz, mikroorganizmalarin
makrofaj aktivitesini ¢cogaltma ve bagirsak epitelindeki lokal antikor miktarini ¢ogaltma
yollartyla olumlu etkilerde bulunmaktadirlar (Ahmad, 2006). Diger taraftan sindirim
sistemi igerisinde c¢esitli enzimlerin {retilmelerini saglayarak, sindirim sistemi tam
gelismemis gen¢ hayvanlarda sindirimi arttirmaktadirlar (Vanbelle, Teller ve Focant,
1990). B grubu ve K vitaminlerinin salgilanmasini saglayarak da yararda bulunurlar. Tiim
bu 6zelliklerin yaninda probiyotiklerin bagirsakta kolesterol emilimini etkileyerek, serum
kolestrol diizeyini azalttigi da bildirilmektedir (Ozsehitoglu ve Yilmaz, 2009; Martinez,
Bedani, Marta ve Saad, 2015).
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Sekil 2.1. Probiyotiklerin etki mekanizmasi (Pourabedin ve Zhao, 2015)
2.1.1. Probiyetiklerin tavuk saghgindaki 6nemi

Hayvan beslenmesinde, son zamanlarda antibiyotiklerin biiylime tesviki olarak
yasaklanmasi hayvan beslenmesi i¢in bir zorunluluk haline gelmistir. Bazi hayvan
hastaliklarinin  olusumunu kontrol etmek ve Onlemek igin alternatif yontemler
aragtirilmaktadir. Ozellikle, enterik hastaliklar, verimlilik kayb: ve mortalitenin artmasi
kanatli endiistrisinde 6nemli bir endise kaynagidir (Patterson ve Burkholder, 2003;

Maioranove digerleri, 2017).

Tavukculuk endiistrisinde antibiyotikler, et ve yumurta iiretimini iyilestirmek, kanath
patojenleri ve hastaliklarini 6nlemek icin yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bununla birlikte,
diyet antibiyotiklerinin kullanilmasi, ilaca direngli bakterilerin gelisimi, normal
mikrobiyotanin dengesizligi gibi ortak problemlerle sonuc¢lanmaktadir (Burgat, 1991,
Jamshidparvar ve digerleri, 2017). Bu sorunlarin bir sonucu olarak, faydal
mikroorganizmalar kullanilarak alternatifler gelistirilmesi gerekmektedir (Samanya ve

Yamauch, 2002).



Hayvan yemlerinde probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar esas olarak Bacillus
cereus, B. subtilis, Enterococcus, Lactobacillus acidophilus, L. casei, L. plantarum, L.
rhamnosus, L. salivarius, Pediococcus tiirlerine ve cinslerine ait bakteri suslaridir. 1yi bir
probiyotik ajan, patojenik ve toksik olmamali, gastrik asidi tolere etmeli, bagirsak epitel

dokusuna yapigmalidir ve antibakteriyal maddeler tiretmelidir (Angelakis, 2017).

2.2. Prebiyotik

1995’te Gibson ve Roberfroid prebiyotikleri konuk¢unun alt gastrointestinal sisteminde
halihazirda bulunmakta olan Bifidobacteria ve Lactobacillus gibi faydali bakterileri segici
olarak uyaran, fermente edilebilir sindirilmeyen gida maddeleri olarak tanimlamis ve
bagirsaktaki mikrobik popiilasyonlar1 degistirerek sonug olarak canli sagligini gelistirdigini

gozlemlemislerdir (Gibson ve Roberfroid, 1995).

Prebiyotikler, baska bir ifade ile rafinoz ailesi oligosakaritleri (RFO),
galaktooligosakkaritler (GOS) ve istenen bagirsak mikrobiyotasinin hem biiyiimesini hem
de aktivitesini segici olarak uyaran [-glukanlar1 iceren sekerlerden tiiretilmis yem
bilesenleri olarak da tanimlanmaktadir (Sekil 2.2). B-glukanlar dogal olarak bircok
prokaryotik ve Okaryotik organizmalar tarafindan sentezlenebilen polisakkaritlerdir. Bu
bilesikler, bitkiler, mantarlar ve c¢esitli mikroorganizmalardaki hiicre duvarlarinin bir
unsuru olabilir. Tarimsal {iretimde antibiyotiklerin yaygin sekilde kullanilmasi antibiyotik
direngli bakterilerin artmasina neden oldugundan hayvansal iiretimde alternatif besin
takviyeleri olarak prebiyotikler daha cazip hale gelmektedir (Akramiene, Anatolijus,
Didziapetriene ve Kevelaitis, 2007; Sobolewska ve digerleri, 2017).

Prebiyotikler, kisa zincirli yag asitleri (SCFAs) tiretimi, pH ayarlamas1 ve patojenlere kars1
baglanma sahalarinda rekabet gibi ¢esitli mekanizmalari konake1 sagligini iyilestirmek igin
kullanirlar. Artan kisa zincirli yag asitlerinin iiretimi patojenlerin kolonizasyonunu ve
biliylimesini engelledigi icin, Bifidobacteria ve Lactobacillus tarafindan fermantasyonda
substrat olarak kullanilirlar (Marschall ve Levy, 2011; Park, Lee, Kim, Christensen ve

Ricke, 2017).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/bacillus-cereus
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/bacillus-cereus
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/bacillus-subtilis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/enterococcus
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/lactobacillus
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/lactobacillus-acidophilus
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/lactobacillus-casei
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/lactobacillus-plantarum
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/lactobacillus-rhamnosus
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/lactobacillus-rhamnosus
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/pediococcus
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/epithelium
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/epithelium

Prebiyotik kaynaklar:

Disakkaritler Oligosakkaritler Direngli nigastalar

Frukto-oligosakkarit (FOS)

Ksilo-oligosakkarit

Laktitol Laktikoz Ksilitol Galakto-oligosakkarit

Iniilin

Sekil 2.2. Prebiyotik kaynaklar1 (Ferreira ve digerleri, 2011)

Fruktooligosakkaritler (FOS) ve galaktooligosakkaritler (GOS), hem gida maddeleri hem
de insan tiiketimi i¢in prebiyotik olarak kullanilmislardir (Patterson ve Burkholder, 2003;
Ricke, 2015). Bu oligosakkaritler, endojen enzimler tarafindan hidrolize direncli glikozidik
baglara sahip fruktoz veya galaktoz zincirlerinden olusurlar ve bagirsaktaki bakteriler
tarafindan fermantasyon i¢in kullanilabilirler (Sekil 2.3) (Hidaka ve Mirayama 1991; Park
ve Oh, 2010).

2.2.1. Tavuklarda prebiyotik kullanim

Tavukgulukta son birka¢ yildir hélihazirda kullanilan ¢esitli yem katkilar1 arasinda,
prebiyotikler de dahil olmak {izere biyoaktif maddeler 6nemli rol oynamaktadir.
Hayvanciligin verimliligini etkileyen en 6nemli faktor, dengeli beslenmeyi saglayan uygun
iriindiir. Beslenme, kanatlilarin biiylimesini ve gelisimini etkilemekle kalmayarak, ¢esitli
biyoaktif maddeler gibi uygun yem katki maddelerinin kullanilmasi yoluyla bagisiklik
sisteminin isleyisini de etkilemektedir. Prebiyotiklerin, tavuklarin gastrointestinal
sisteminde yararli etkiler gosterdigi ve yem verimliligini arttirdigi, dolayisiyla canliligim
olumlu yonde etkiledigi ile ilgili bilgiler ¢alismalarda bildirilmistir (An ve digerleri, 2008;
Shokryazdan ve digerleri, 2017; Dec ve digerleri, 2016).
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Sekil 2.3. Prebiyotiklerin yararlar1 (Kothari, Patel ve Goyal, 2014)

Prebiyotiklerin gastrointestinal sistemdeki aktivitesi, pH ayarlamasiyla iligkili olup
bagirsak mikrobiyotasinin bilesimi iizerinde olumlu bir etki yapmaktadir. Bugiine kadar
yapilan ¢aligmalar, prebiyotiklerin yem veya suya katilarak tavuklarda verim artiglarinin
tespitine yonelik olmustur. Tavuklara biyoaktif maddelerin katilmasi i¢in yenilik¢i bir
yontem, kulugka i¢in tasarlanan yumurta icine in ovo enjeksiyonudur. Bu ydntem
yumurtanin hava odasina veya dogrudan gelismekte olan embriyoya biyolojik olarak aktif
maddelerin embriyonik gelisimin uygun oldugu giinlerde girmesine dayanmaktadir
(Ciesiolka ve digerleri, 2005). Tavuklara prebiyotik ve probiyotik uygulamak i¢in in ovo
tekniklerinin kullanilmasi, immiin sistemi erken embriyonik evrelerde modiile etmenin bir
yolunu saglamaktadir. Tavuklarin embriyonik gelisimi sirasinda ovada uygulanan
maddeler, kulucka Oncesi bagirsaklara ulasarak gastrointestinal yolun gelisimini
etkilemektedir (Sobolewska ve digerleri, 2017). Villaluenga ve digerleri (2014), prebiyotik
enjeksiyon i¢in en uygun zamanin embriyonik gelisimin 12. giinii oldugunu, 1., 8. ve 17.
giindeki enjeksiyonlarla karsilagtirildiginda, bagirsakta daha fazla sayida bifidobakteri
gozlendigini bildirmislerdir. Cheled-Shoval ve digerleri (2011), kuluckadan 3 giin 6nce
mannan-oligosakkarit (MOS) preparasyonunu uygulayarak, kulugckadan sonra tavuklarin

bagirsagiin morfolojisini incelemislerdir. Prebiyotiklerin intestinal villus yiiksekligi ve


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kothari%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25048676
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kothari%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25048676
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goyal%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25048676

genisligi ile bagirsak kriptlerinin  derinligi {lizerinde olumlu etkileri oldugunu

raporlamiglardir.

2.3. Ekzopolisakkaritler

Ekzopolisakkaritler (EPS), hayvanlar, bitkiler, mantarlar ve laktik asit bakterilerinin (LAB)
de dahil oldugu bakteriler gibi farkli organizmalar tarafindan tiretilen, yaygin, dogal olarak
dagilmig olan hiicre dis1 biyopolimerlerdir. Endiistriyel olarak faydali fiziko-kimyasal
Ozelliklerinden dolayi, LAB tarafindan {iretilen EPS’ler, GRAS (genelde gilivenli) olarak
tanimlanirlar. LAB’den elde edilen EPS’ler, fermente gidalarin spesifik 6zelliklerine,
dokusuna, duyarliligina katkida bulunmalarinin yani sira kozmetik, eczacilik gibi gida dist
sanayide de uygulanmaktadirlar. Insan bagirsagi basta olmak iizere kanatli hayvan
bagirsaginda, laktobasil ve bifidobakteriler tarafindan iiretilen EPS’ler konakg¢1 sagligina
katkida bulunmaktadirlar (Salazar, Gueimonde, De Los Reyes-Gavilan ve Ruas-Madiedo,

2015; Vastano, Perrone, Marasco, Sacco ve Muscariello, 2016).

Ekzopolisakkaritler (EPS), temel olarak monosakkaritlerin glikozidik bag ile
baglanmasiyla olusan diiz veya dallanmis yapida, suda ¢oziinebilen iyonik veya iyonik
olmayan biyopolimerlerdir. EPS’leri olusturan monosakkaritler ¢ogunlukla heksozlardir
ancak bazi EPS’lerin yapisinda pentozlar da bulunabilmektedir. Polisakkaritlerin diginda
EPS’ler proteinler, niikleik asitler, fosfolipitler gibi bilesikleri de icerebilmektedirler
(Freitas, Alves ve Reis, 2011; Soyugok, Ekiz ve Kilig, 2016).

EPS’ler, izolasyon kaynagina ve elde edildigi organizmaya gore degismekle birlikte, genel
olarak D-glikoz, D-galaktoz, L-ramnoz veya nadir olarak N-asetilglikozamin, N-
asetilgalaktozamin ve glukoronik asit i¢eren birimlerin tekrarlanmasi sonucu agiga ¢ikan
yapilardir. Mikrobiyal EPS’ler dogada iyonik veya iyonik olmayan formda bulunabilir ve
suda coziinebilirler. Molekiil biiytikliikleri genel olarak 10 kDa ile 200 kDa arasinda
degismekte bazen de 1000 kDa’ya g¢ikabilmektedir (Duboc ve Mollet, 2001; Ergene ve
Avci, 2016).

Ekstraselliiler polisakkaritler, bol miktarda ve cesitli dogal biyopolimer simnifi olup, 6zel
koyulastirma, jellestirme, stabilize etme veya emiilsiyon haline getirme o6zellikleri

sergilerler. Bu ozellikler, onlar1 yeni tirlinlerin gelistirilmesinde kritik katilimcilar olarak



konumlandirmaktadir (Miao ve digerleri, 2014). Bir¢ok mikroorganizma ¢ok c¢esitli
biyolojik fonksiyonlar1 yerine getiren hiicre dis1 polisakkaritleri sentezleyebilir. Bu
polimerler, hiicre yiizeyi ile siki sikiya birlestirilen kapsiiler polisakkaritler veya biiyiime
ortamina serbest birakilabilen slimiiksii polisakkaritlerdir (Freitas ve digerleri, 2011;

Mende ve digerleri, 2016).

Bakteriyel ekzopolisakkaritler (EPS), hiicre yiizeyiyle kovalent olarak iligskilendirilebilen,
kapsiil olusturan, hiicrenin c¢evresine gevsek veya tamamen salgilanan karbonhidrat
polimer grubunu temsil eder. EPS’ler sirasiyla bir veya birden fazla sekerden olusup
olusmamasma bagli olarak homopolisakkarit veya heteropolisakkaritler olarak
siiflandirilirlar (Nikolic ve digerleri, 2012). Bakteriyel EPS’nin yapisi, tekrar eden
birimlerinde bulunan farkli seker monomerleri ve glikozidik baglar nedeniyle farkl: tiirler
arasinda genis bir cesitlilige sahiptir (Miao ve digerleri, 2014). Homopolisakaritler,
monomer kalintilarinin lineer yapilar (levan, curdlan, pullulan veya bakteriyel seliiloz)
veya dagilima ugramis yapilar (dekstran) olusturmak iizere baglandig1 tek tip
monosakkaritin tekrarlayan birimi ile olusturulur. Bununla birlikte, heteropolisakkaritler
iki veya daha fazla monosakaritten ve genellikle {i¢ ila sekiz kalint1 igeren oligosakaritlerin
coklu kopyalari olarak bulunurlar (De Vuyst ve Degeest, 1999; Casillo ve digerleri, 2018).
Bakteriler arasinda yaygin olarak bulunan EPS’ler, dogal ortamda fagositoz ve protozoa,
faj saldirisi, antibiyotikler veya toksik bilesikler ve ozmotik strese karsi koruyucu bir islev
gorebilirler. Dahasi, EPS’lerin hiicre tanimada, ylizeylere yapigmada ve biyofilm
olusumunda da rolii vardir. EPS’ler, patojenler ve probiyotiklerin bagirsak mukusuna
yapismasina miidahale edebilir veya immiin modiilator etki gosterebilirler. Bu nedenle,
EPS iiretiminde yer alan genlerin ayrintili bir sekilde karakterize edilmesi de biiyiik 6nem

tasimaktadir (Bleau ve digerleri, 2010; Zivkovig ve digerleri, 2015).

Polisakkaritler, bakteri suslarinin ¢ogalmalari1 sirasinda susa ve cogalma evresinin farkli
kademelerine gore degisen kosullarda sentezlenirler. Sentez olay1 hiicre disinda oldugu
kadar membranda da meydana gelebilir. EPS sentezinin Sutherland tarafindan Gnerilen
genel modele gore gergeklestigi diisiincesi agirlik kazanmistir (Ale ve digerleri, 2016).
EPS’lerin  olusumunda; UDP-glikoz-dehidrogenaz, glikozil-transferaz, galaktozil-
transferaz 1 ve 2, polimeraz gibi polisakkarit sentezine 6zgii olmayan birgok enzim goérev

almaktadir (Sekil 2.4).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861714000496?via%3Dihub#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861714000496?via%3Dihub#bib0055
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0958694615001570?via%3Dihub#!
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gharsallah%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29080817
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kojic%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25527533
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Sekil 2.4. EPS olusumunda rol alan enzimler: 1, Mannoz PEP PTS; 2, fosfoglikoz
izomeraz; 3, 6-fosfofruktokinaz; 4, a-fosfoglikomutaz; 5, UDP-glikoz
pirofosforilaz; 6, UDP-galaktoz-4-epimeraz; 7, deoksi-TDP (dTDP)-glikoz
pirofosforilaz; 8, dTDP-ramnoz ; 9, fruktoz PEP PTS; 10, 1- fosfofruktokinaz;
11, FBPaz (Loo1jestetjn ve digerleri, 1999)

Heteropolisakkaritler hiicre i¢inde sentezlenirler ve daha sonra hiicre disina ¢ikarilarak
hiicrenin etrafin1 sararlar. Bu islemler i¢in bircok enzimin varligina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu enzimlerden bazilar1 lipopolisakkaridlerin sentezinde de kullanilmaktadir (Ale ve

digerleri, 2016).

2.4. Antimikrobiyal aktivite

Kiimes hayvanlari, hayvan proteinlerinin tiiketimi i¢in en biiyiik paya sahip hayvanlardir.
Kanatl: tiretiminin arttirilmasini kolaylagtirmak ve kanatli hayvanlar1 enterik patojenlerden
korumak icin, baz1 antimikrobiyal biiylime promotorleri, son on yillar boyunca kanath
yemlerinde saghik koruyucu faktorler olarak kullanilmistir. Bununla birlikte
antibiyotiklerin siirekli kullanilmasi antibiyotik direngli bakterilerin olugmasima neden
olmaktadir. Antibiyotiklerin kullanilmas1 sadece hayvanlarda degil, insanlarda da olumsuz
etkilere neden olmaktadir (Reid ve Friendship, 2006; Latha, Vinothini, Calvin ve
Dhanasekaran, 2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Latha%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26111601
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Latha%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26111601
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=John%20Dickson%20Calvin%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26111601
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Son yillarda hayvansal iiretimde profilaktik, terapdtik ve biiylimeyi tesvik eden ajanlar
antibiyotiklere umut verici bir alternatif olarak canli mikroorganizmalarin (probiyotiklerin)
kullanilmasi tavsiye edilmektedir. Kiimes hayvanlar diyetinde probiyotik uygulamasinin,
bagirsak mikrobiyal dengesini, immiinostimiilasyonu, patojen mikrobiyotik toksinlere karsi
korumayi, vitamin sentezini, sindirim enzimlerini artirdifi ve performans {izerinde iyi
etkiye sahip olmalarindan dolayr kanatli hayvan beslenmesinde kullanimlarinin uygun

olabilecegi bildirilmektedir (Mountzouris ve digerleri, 2010; Latha ve digerleri, 2016).

Patojenik suslara kars1i LAB tiirevi antimikrobiyal iiriinlerin varligi, probiyotikler i¢in en
onemli secim kriterlerinden biridir. Organik asitler (laktik, asetik ve propiyonik asit),
bakteriyosin ve LAB kaynakli diger maddeler (H202) antimikrobiyal 6zelliklere katkida
bulunmaktadir. Buna ek olarak, LAB’nin fiziko-kimyasal 6zellikleri, patojenlerin bagirsak
yoluna tutunmasini engelleyebilmektedir (Tareb, Bernardeau, Gueguen ve Vernoux, 2013).
Son yillardaki aragtirmalar, probiyotik suslarin (Lactobacillus salivarius ve Lactobacillus
plantarum), Listeria monocytogenes ve enteropatojenik Escherichia coli’nin bagirsak
hiicrelerine ve buna bagl istilaya kars1 yapismasin1 engelledigini gostermistir (Taheur ve

digerleri, 2016; Seddik, Bendali, Cudennec ve Drider, 2017).

Probiyotik suslar, hayvanlarin bagirsak patojenlerinden birka¢ mekanizma ile koruma
saglayabilir ve bu mekanizmalar arasinda rekabet diglama en yaygin olanidir. Bu anlayisa
gore, bakteri, alan ve besinler i¢in birbirleriyle rekabet eder. Probiyotikler bagirsak
duvarina yapisirlar, kolonilesirler ve cogalirlar, boylece patojenlere baglanma ve biiylimeyi
onlerler. Ayrica, Lactobacillus cinsine ait suslar organik asitler, hidrojen peroksit, diasetil,
diisiik molekiil agirlikli antimikrobiyal maddeler, bakteriyosinler ve yapisma inhibitorleri
gibi ¢esitli antimikrobiyal bilesenlerin yani sira bagirsak bagisiklik tepkilerini uyararak
istenmeyen mikroorganizmalar1 ortadan kaldirabilirler (Servin, 2004). Antimikrobiyal
aktivite, probiyotik suslarin se¢imi sirasinda 6nemli bir kriterdir ve bagirsak ekosisteminde
baskin bakterileri belirleyen 6nemli bir faktdr olarak diistinlilmektedir (Busarcevic ve

digerleri, 2008; Dec, Puchalski, Urban-Chmiel ve Wernicki, 2014).

Prebiyotikler, kiimes hayvanlar1 dahil olmak iizere cesitli hayvansal iiretim sistemlerinde
bagirsak sagligini iyilestirmek, patojen kolonizasyonunu azaltmak i¢in alternatif yem katki
maddeleri olarak kullanilmaktadir. Prebiyotikler, sindirilemeyen karbonhidratl diyet katki

maddelerini ve gastrointestinal sistemde bir veya daha fazla bakterinin biiylimesini uyaran
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ve diger konakeilara yararli olan biyolojik bilesenleri igerirler (Ricke, Dunkley ve Durant,
2013). Prebiyotikler, liimen pH’sin1 disiirerek potansiyel olarak yetersiz olan yararl
bakteriyel popiilasyonlar1 destekleyerek, antimikrobiyal maddelerin konsantrasyonlariin
artmasma ve zoonotik patojenlerin azalmasma sebep olurlar. Bagirsak bakterileri
tarafindan prebiyotiklerin fermentasyonu sonucunda SCFA, laktat, CO», hidrojen {iretilir
ve kalsiyum emilimi desteklenerek pH’ nin azalmasi ile yararli bakterilerin gelisimi hizlanir
(Ricke, 2015; Park ve digerleri, 2017). Prebiyotiklerin varligt normal bir mikrobiyal
popiilasyonun korunmasina yol agabilir ve bu da potansiyel inhibisyon yoluyla patojenik

bakterilerin kolonizasyonunu inhibe edebilir (Park, Gibson, Almeida ve Ricke, 2014).

2.5. Antibiyofilm

Biyofilm “canli veya cansiz bir yiizeye yapisik olarak kendi iirettikleri polimerik matriks
icinde yasayan bakteri hiicrelerinin olusturdugu topluluk™, “yogun bir ekzopolimer matriks
icinde, mikroorganizmalar tarafindan organize olmus fonksiyonel ortaklik” ya da “bir
yiizeye tutunmus, organik polimer matrikse gomiilii mikrobiyal birlik” olarak degisik
tarzlarda tanmimlanmaktadir (Dunne, 2002). Biyofilmler, mikroorganizmalarin
birlestirilmesi, toplanmas1 ve bunu takiben polisakkarit agisindan zengin ekstraseliiler
matriks ile kaplanarak olusturulmus cok hiicreli yapilardir (Costerton, Lewandowski,
Caldwell, Korber ve Lappin-Socott, 1995). Biyofilmler, planktonik hiicrelere kiyasla
olumsuz ¢evre kosullarina daha dayaniklidirlar (Simoes, Simoes ve Vieira 2010; Fernandes

ve digerleri, 2017).

Mikroorganizmalar siklikla yiiksek hiicresel yogunluga sahip bir biyofilm ile iliskilidir.
EPS’den olusan glikokaliks, biyofilm olusumu i¢in gereklidir. EPS, polisakkarit zincirleri
arasindaki etkilesimler yoluyla biyofilm stabilitesini etkileyebilir ve mikrobiyotada
mikroorganizma biiylimesi i¢in substrat olusturabilen biyolojik bir destege yapigmasina
izin verir. Yapigsmada rol oynamanin yam sira, biyofilm olusumu bakterilerin ¢evrenin
fiziko-kimyasal kosullarina adaptasyonunda da énemli bir yer tutar (Zivkovig¢ ve digerleri,

2015).

Bir biyofilm olusurken, bakteriler, hiicre-hiicre ve hiicre-ylizey baglantilarina aracilik eden
cesitli biyopolimerleri tiretirler. Bununla birlikte, farkli polimerler, aym tiirdeki farkl tiirler

veya suslar tarafindan kullanilir. Bu ekstraselliiler polimerik maddeler (EPS), biyofilmlerin
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mekanik stabilitesini ve ylizeylere yapigsmasini saglar. Diger taraftan birbiriyle baglantili ti¢
boyutlu mimari i¢in bir iskelet olusturan polisakkaritler, proteinler, niikleik asitler ve
lipidlerdir (Flemming ve Wingender, 2010). Fonksiyonel bir biyofilm matriksi siklikla
tekli protein veya birkag protein bileseni gerektirir. Staphylococcus aureus biyofilmlerinin,
polisakkarit hiicrelerarast yapisma (PIA) olarak da adlandirilan ve ica -operon’da
kodlanmig enzimler tarafindan sentezlenen poli-N-asetil glikozamin (PNAG) polimerini

icerdigi bildirilmistir (Abee, Kovacs ve van der Veen, 2011).

Biyofilmler oncelikle mikrobik hiicreler ve EPS’den olusur. EPS, biyofilmlerin toplam
organik karbonunun %50 ile %90’1n1 olusturmakta ve biyofilmin ana matriks malzemesi
olarak diislinilmektedir. EPS, kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinde degisiklik gosterebilir,
ancak esas olarak polisakkaritlerden olusur. Bu polisakkaritlerin bazilari, Gram-negatif
bakterilerin EPS’lerinde oldugu gibi, nétr veya polianyoniktir. Uronik asitlerin (D-
glukuronik, D-galakturonik ve mannuronik asitler gibi) veya piriivatlarin varligi, anyonik
ozelligi verir. Bu 6zellik kalsiyum ve magnezyum gibi iki degerlikli katyonlarin polimer
telleri ile capraz baglandigi ve gelismis bir biyofilmde daha biiylik baglanma kuvveti
sagladigi i¢in 6nemlidir (Donlan, 2012).

EPS, hidrojen bagiyla yapisina biiyiik miktarda su katabildigi i¢in olduk¢a hidrattir. Cogu
EPS tiirii hem hidrofilik hem hidrofobiktir. EPS, aynt zamanda ¢o6ziiniirliikk acisindan
farklilik gosterebilir. Sutherland, EPS’nin biyofilm iizerinde belirgin bir etkisi olabilecek
iki 6nemli 6zelligine dikkat c¢ekmistir. Birincisi, polisakkaritlerin bilesiminin yapisinin
birincil konformasyonlarinin belirlemesidir. Bir¢cok bakteriyel EPS, 1,3- veya 1,4-p-"ye
bagli hekzoz kalintilar1 igeren ve daha kati, daha az deforme olabilen ve bazi durumlarda
zay1f sekilde ¢Oziiniir veya ¢dziinmez olma egilimi gdsteren omurga yapilara sahiptir.
Diger baz1 EPS molekiilleri suda kolaylikla ¢dziiniir olabilir. Ikincisi, biyofilmlerin EPS’si
genel olarak tek tip degildir, ancak mekénsal ve zamansal olarak degisebilir (Sutherland,

2001).

Leriche ve digerleri, bakteriyel biyofilm gelisimini farkli organizmalar tarafindan
degerlendirilmek iizere lektinlerin baglayici 6zgiinliiglinii basit sekerlerle kullanmiglardir.
Farkli organizmalarin farkli EPS miktarlar1 tirettikleri ve EPS miktariin biyofilm yas ile

birlikte arttig1 bildirilmistir (Leriche, Sibille ve Carpentier, 2000).
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EPS, metal iyonlari, iki degerlikli katyonlar, diger makromolekiiller (proteinler, DNA,
lipidler) ile baglanti kurabilir. EPS diretiminin, biiylime ortaminin besin durumundan
etkilendigi bilinmektedir; fazla karbon ve azot, potasyum veya fosfat simnirlamasi EPS
sentezini tesvik eder. Yavas bakteri gelisimi de EPS iiretimini arttirmaktadir. EPS, olduk¢a
hidrat oldugundan, bazi dogal biyofilmlerde kurumay: 6nler. EPS, muhtemelen dogrudan
bu ajanlara baglanarak, biyofilm yoluyla antibiyotiklerin toplu taginmasini engelleyerek
biyofilmlerin antimikrobiyal direng Ozelliklerine katkida bulunabilir (Donlan, 2000;
Donlan, 2002).

Biyofilm olusumunun ii¢ ana agsama ile gerceklestigi diisiiniilmektedir: (1) bir yiizeye
tutunma,; (2) karakteristik, olgun biyofilm yapisinin ¢ogalmasi ve olusumu ve (3) genellikle
dagilma olarak da adlandirilan ayrilma asamasidir (Sekil 2.5). Son zamanlardaki
arastirmalar, ic asamada da molekiiler bakis agis1 saglamistir (O’Toole, Kaplan ve Kolter,

2000; Joo ve Otto, 2012).
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Sekil 2.5. In vivo biyofilm gelistirme asamalar1 (Joo ve Otto, 2012)
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Sekil 2.5.’de in vivo biyofilm gelistirme agamalar1 su sekilde agiklanmaktadir: Biyofilmler,
bakterilerin, Staphylococcus (sar1) gibi hareketsiz bakterilerle P. aeruginosa gibi hareketli
bakterilerin (kirmizi) aktif bir yilizeye tasinmasiyla, baslangictaki baglanma bdlgesinde
gelisirler. Baglantinin kendisi, bakteri yiizeyinin insan matriks proteinleriyle spesifik
protein-protein etkilesimleri tarafindan yonetilir. Kateter gibi abiyotik bir ylizeye yapisma,
bakteri yiizeyinin hidrofobikligine baglidir, ancak bu mekanizmanin in vivo i¢in 6nemsiz
olduguna inanilmaktadir. Hareketli ve hareketsiz bakteriler arasinda prensip olarak farklilik
gostermeyen sonraki adimlar, ¢ogalmayi, ekstraselliiler bir matrikste gomiilmeyi ve
olgunlagsmay1 igerirler. Yakin zamanda ylizey aktif maddeler olarak tanimlanan hiicre-
hiicre bozucu faktorlere bagli Quarum Sensing (QS) tarafindan kontrol edilen
sirfaktanlarin  giicli {iretimi, biyofilm ayrismasina (dagilim) yol agar. Hareketli
bakterilerde biyofilm, mantar kapaklarindan baslayarak hareketliligin yukar1 dogru

diizenlenmesine ve dagilmaya yardimci olur (Joo ve Otto, 2012).

Biyofilm enfeksiyonlar1 i¢in bir tedavi bulmak, antibakteriyel ila¢ gelistirmek oldukga
zorludur. Antibiyofilm tedavilerinin gelistirmesi i¢in istlenilen veya tasarlanan
yaklagimlarla ilgili 6nemli sorunlar bulunmaktadir. Teorik olarak, biyofilm olusumu,
bakteri baglanmasii 6nlemek i¢in ylizeyi degistirerek veya biyofilm olusumunun erken
sathalarin1 6nlemek i¢in antibakteriyel terapotiklerin dahil edilmesiyle dnlenebilmektedir

(Rodrigues, 2011).

Son yillarda yapilan c¢aligmalar, EPS’lerin iyi birer antibiyofilm ajan olduklarim
gostermektedir. Kanmani ve digerleri (2011), Streptococcus phocae PI80 susuna ait
ekzopolisakkaritlerin, L. monocytogenes, S. typhi, P. aeruginosa, B. cereus ve S. aureus
patojenlerine kars1 antibiyofilm etki gosterdigini tespit etmislerdir. EPS’nin L.
monocytogenes biyofilmini %67 nin iizerinde inhibe ettigi bildirilmistir. Wang ve digerleri
(2015), L. plantarum YW32 susu EPS’lerinin, E. coli O157, Shigella flexneri CMCC (B),
S. aureus ACI ve S. Typhimurium S50333 patojenlerine kars1 biyofilm olusumunu inhibe
edici  aktivitelerinin  konsantrasyona (0,2-5 mg/mL) baglhh olarak degistigini
raporlamiglardir. EPS konsantrasyonunun artmasiyla biyofilm inhibisyonunda artis
gozlenerek, 5,0 mg/mL’lik konsantrasyonda antibiyofilm etkinin, S. aureus ACI1 igin
%45,13, Shigella flexneri CMCC igin %44,67 ve S. Typhimurium S50333 icin %44,04 ve
E. coli 0157 i¢in %12,71 oraninda oldugu bildirilmistir.
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2.6. Antioksidan Aktivite

2.6.1. Serbest radikaller ve oksidatif stres

Serbest radikaller, diger molekiillerle olan kimyasal reaksiyonlara kars1 oldukca kararsiz ve
aktif eslenmemis elektronlara sahip atomlar, molekiiller veya iyonlardir. Oksijen, azot ve
stilfiir olmak {izere li¢ elementten tiiremektedirler. Boylece reaktif oksijen tiirleri (ROS),
reaktif azot tlirleri (RNS) ve reaktif kiikiirt tiirleri (RSS) olustururlar. ROS, siiperoksit
anyonu (O2"), hidroperoksil radikali (HO.), hidroksil radikali (OH), nitrik oksit (NO) ve
hidrojen peroksit (H20.), serbest oksijen (O2) gibi serbest radikalleri igerir (Lii, Lin, Yao
ve Chen, 2010; Carocho ve Ferreira, 2013).

Reaktif oksijen tiirleri, doku hasarinda ve organlarda fonksiyon kaybinda 6nemli rol
oynarlar. Normal kosullar altinda ROS, antioksidan savunma sistemleri ile etkili bir sekilde
ortadan kaldirilmistir. Ancak, patolojik kosullar altinda, ROS {iretimi ve ortadan
kaldirilmasi arasindaki denge bozulmustur. Sonug¢ olarak biyomakromolekiiller hasar
gorerek; retrolental fibroplasias, akciger hasari, ateroskleroz, kanser, yaslanma, inflamatuar
hastaliklar gibi bazi1 saglik bozukluklarina neden olurlar. Bu nedenle, oksidasyonun serbest
radikal zincirine miidahale ederek serbest radikal zincir reaksiyonlarini oOnleyebilen
antioksidanlar1 kullanmak gereklidir. Bununla birlikte, sentetik antioksidanlarin saglik
tizerindeki gilivenliligi ve uzun vadeli etkileri hakkinda siipheler bulunmaktadir. Butile
hidroksianisol (BHA) ve Butile hidroksitoluen (BHT) gibi yaygin olarak kullanilan
sentetik antioksidanlarin bazi toksik ve muhtemelen kanserojen etkileri oldugundan
siiphelenilmekte, dolayisiyla, gida ve ilag endiistrilerinde sentetik olanlara alternatif olarak

toksik olmayan dogal antioksidanlar aranmaktadir (Li ve digerleri, 2014).

Reaktif oksijen tiirleri, hiicredeki hemen hemen tiim substratlar1 hedef alan
biyomolekiillerin tiim smiflarinin islevini modiile eder. Reaktif oksijen tiirleri hem
omurgayt hem de protein yan zincirini oksitleyebilir, bu protein daha sonra karbonil
islevleri tretmek icin amino asit yan zincirleri ile etkilesime girer. ROS, DNA
mutasyonlarina, DNA-protein ¢apraz baglanmasina, iplik kopusuna ve piirin ve piridin baz
yapilarindaki degisiklige neden olabilecekleri i¢in niikleik asitlere zarar verir (Gandhi ve

Abramov, 2012; Pisoschi ve Pop, 2015).
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Oksidatif stres, hedef biyomolekiillere yonelik oksidatif saldirtya karst endojen sistemlerin
kapasitesinin azalmasiyla karakterize edilen, gelismis bir ROS/RNS nesilinden veya
antioksidan koruyucu kabiliyetinin bozulmasindan ortaya c¢ikar (Lopez-Alarcon ve

Denicola, 2013; Pisoschi ve Pop, 2015).

2.6.2. Antioksidanlar

Hiicrelerin i¢indeki antioksidan enzimler serbest radikallere karst 6nemli bir savunmadir.
Dogal antioksidan sistemi, enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan oksidanlar
olmak tizere iki ana gruba ayrilmistir (Sekil 2.6). Enzimatik antioksidanlar, birincil ve
ikincil enzimatik savunmalara ayrilirlar. Birincil savunma, ROS olusumunun ve
oksidasyonun Onlenmesinden sorumlu ana enzimatik temizleyiciler siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz ve glutatyondur. SOD, oksijen esasli organizmalarda bulunur ve baglica
islevi, sliperoksidin hidrojen peroksit ile bozunmasini katalizlemektir. Bu reaksiyon serbest
radikallerin daha fazla iiretilmesini 6nledigi i¢in genellikle viicudun birincil antioksidan
savunmasi olarak distiniilmektedir (Halliwell, 1996; Scheibmeir ve digerleri, 2005).
Katalaz, glutatyon peroksidazi, siiperoksitten tiiretilen H2O2 olusumunu katalize ederek
oksijen reaktif radikallerinin detoksifiye edilmesini saglar. Karaciger, bobrek ve kirmizi
kan hiicreleri, viicuttaki kimyasal maddelerin detoksifikasyonuna yardimci olan yiiksek
diizeyde katalaz icermektedir. Glutatyon da, cesitli detoksifikasyon siireclerinde 6nemli bir
rol oynamaktadir. Glutatyon, bir hidrojen atomu vererek serbest radikaller, ozellikle
hidroksil radikali ile kolayca etkilesime girmektedir. Bu reaksiyon, kanser de dahil olmak
iizere, serbest radikal patolojisinin 6nemli bir kaynagi oldugu diisiiniilen reaktif hidroksil

koklerini nétralize ederek koruma saglamaktadir (Clark, 2002; Scheibmeir, 2005).

Ikincil enzimatik savunma glutatyon rediiktaz ve glikoz-6-fosfat dehidrojenaz igerir.
Glutatyon rediiktaz, glutatyonu (oksitlenmeden once) indirgeyerek serbest radikalleri
notralize etmeye devam ettirir. Glikoz-6-fosfat, indirgeyici bir ortam yaratan NADPH’yi
(anabolik reaksiyonlarda kullanilan nikotinamid adenin diniikleotit fosfat- koenzim)
yeniden iliretmektedir. Bu iki enzim serbest radikalleri dogrudan nétralize etmez, ancak
diger endojen antioksidanlara destekleyici rolleri bulunmaktadir (Ratnam, Ankola,

Bhardwaj, Sahana ve Kumar, 2006; Carocho ve Ferreira, 2013).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=L%C3%B3pez-Alarc%C3%B3n%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23340280
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=L%C3%B3pez-Alarc%C3%B3n%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23340280
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Denicola%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23340280
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pisoschi%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25942353
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pop%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25942353
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0964339704000850?via%3Dihub#bib13
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scheibmeir%20HD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15681214
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0964339704000850?via%3Dihub#bib5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ratnam%20DV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16790290
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ratnam%20DV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16790290
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bhardwaj%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16790290
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bhardwaj%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16790290
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kumar%20MN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16790290
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carocho%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23017782
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferreira%20IC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23017782
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ANTIOKSIDANLAR

ENZIMLER ENZIM OLMAYANLAR
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Sekil 2.6. Dogal antioksidanlarin siniflandirilmasi (Carocho ve Ferreira, 2013)

Sentetik antioksidanlar, dogal antioksidanlar ile karsilastirmak ve gidaya dahil etmek igin
geligtirilmistir. Bu saf bilesikler gidaya eklenerek cesitli muamele ve kosullara
dayanabildigi gibi raf dmriinii de uzatabilmektedirler. Sentetik antioksidanlarin ana odag,
gida oksidasyonu, oOzellikle yag asitlerinin Onlenmesine yoneliktir. Bugiin, islenmis
gidalarin neredeyse tamami sentetik antioksidanlar igermekte ve bazi ¢aligmalarda aksini
belirtmekle birlikte giivenli oldugu bildirilmektedir (EFSA, 2011; Carocho ve Ferreira,
2013).

2.6.3. Probiyotiklerin ve prebiyotiklerin antioksidan aktiviteleri

Antioksidanlar, hiicrelerde olusan serbest radikallerle etkilesime giren ve temel
molekiillere hasar vermeden 6nce zincir reaksiyonunu sonlandiran molekiillerdir. Tiim bu
molekiiller, oksidasyon silirecinin bir inhibitorii olarak hareket ederek viicutta cesitli
fizyolojik rolleri yerine getirirler. Antioksidanlar serbest radikal ara maddelerini kaldirarak
zincir reaksiyonlarint sonlandirir ve serbest radikalleri notralize ederek diger oksidasyon
reaksiyonlarimi inhibe ederler. Bununla birlikte, islem sirasinda, antioksidanlar kendileri
oksitlenir. Dolayisiyla, tek bir serbest radikal ile reaksiyona girebilen bir antioksidan
molekiiliin yenilenmesi igin, siirekli olarak antioksidan kaynaklarma ihtiya¢ vardir

(Halliwell ve Gutteridge, 1990; Mishra ve digerleri, 2015).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carocho%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23017782
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferreira%20IC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23017782
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carocho%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23017782
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferreira%20IC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23017782
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferreira%20IC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23017782
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Halliwell%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2191627
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Hiicresel oksidatif hasar; yaslanma, inflamasyon (6rnegin artrit), karsinogenez, amfizem,
siroz ve ateroskleroz gibi patolojik ve biyolojik siireglerle iligkilidir (Lin ve Yen, 1999).
Probiyotik suslar, oksidatif strese karsi koruma saglayabilir, ROS birikimi riskini
azaltabilir ve viicudun toplam antioksidan durumunu iyilestirebilirler (Songisepp ve
digerleri, 2005; Su ve digerleri, 2015). Calismalarda, LAB’nin antioksidan aktivitesinin
probiyotik 6zellik acisindan onemli oldugu vurgulanmaktadir (Songisepp ve digerleri,
2005; Kuda, Kawahara, Nemoto, Takahashi ve Kimura, 2014; Han, Kong, Chen, Sun ve
Zhang, 2017).

Prebiyotikler bagisiklik hiicresi reseptorleri ile etkileserek, endositoz ile fagositozun yani
sira c¢cok sayida sitokin ve kemokinlerin iiretimine karigarak bagisikligt dogrudan
etkileyebilirler (Di Bartolomeo, Startek ve Van Den Ende, 2013). Baz1 ¢alismalar, iniilin
ve oligofruktozun, kolondaki bakteriler ve anormal hiicrelere karsi sistemik bagisikligi da
arttirabilecegini ve ayni1 zamanda dalak hiicrelerinin dogal 6ldiiriicii hiicre aktivitesini ve
makrofajlarin  fagositik aktivitesini arttirabilecegini ileri silirmiislerdir (Buddington,
Donahoo ve Buddington, 2002; Kelly-Quagliana, Nelson ve Buddington,2003). Ayrica
iniilinin, ¢ok cesitli antijenlere karsi humoral ve hiicresel immiin tepkilerini arttirdigi, Th1
ve Th2 lenfositlerini uyararak kuvvetli bir tamamlayic1 aktivator olarak hareket ettigi

bildirilmistir (Silva, Cooper ve Petrovsky, 2004).

Hayvan hiicreleri normal fizyolojik kosullar altinda reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretirler,
bunlara karsin viicutta birka¢ antioksidan savunma mekanizmasi tasarlanmistir. Glutatyon
peroksidaz (GPX) ve katalaz (CAT) antioksidan savunma sisteminin iki ana antioksidan
enzimidir. Malondialdehid (MDA) konsantrasyonu GPX aktivitesi ile iliskilidir ve
genellikle viicudun oksidatif durumda olup olmadigim1 degerlendirmek i¢in belirlenir
(Sabzi, Mohammadiazarm ve Salati, 2017). Bitkisel protein diizeylerinin yengegler
iizerindeki etkisini saptamak icin, farkli bitki protein diizeyleri ile uygulanan yengeclerin
antioksidan durumu incelenmistir. %0,2 FOS ile takviye edilen tiim gruplarda, en yiiksek
CAT aktivitesi ve en diisik MDA konsantrasyonu belirlenmistir. Bu ¢alismayla diyet
FOS’un antioksidan sistemi uyarabildigini ve dolayisiyla bagisiklik yanitlarini icerdigi
gosterilmistir (Jia ve digerleri, 2017). Ines ve digerleri (2015), FOS ile takviye edilmis
bitki besin maddelerinin, siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesini azaltabildigini, ancak
FOS’un Avrupa levregi (Dicentrarchus labrax) iizerinde oksidatif durumunun ¢ok az

etkiye sahip olduklarini tespit etmislerdir. Ancak, bugiine kadar, FOS ile beslenen


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/antioxidant
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1756464617301378#b0140
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1756464617301378#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1756464617301378#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1756464617301378#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1756464617301378#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1756464617301378#!
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/superoxide
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yenidoganlardaki biiyiime, bagisiklik ve hastaliklara karsi desteklenmis bitki besin
maddeleri ile ilgili bir rapor bulunmadigr ve bu nedenle daha ileri ¢aligmalara ihtiyag

duyuldugu bildirilmistir.

Tavuk diyetlerine mannan oligosakkaritlerin dahil edilmesi, bagisiklik fonksiyonunu ve
bagirsak mukoza tabakasinin ve bagirsak mikrobiyota cesitliliginin gelisimini artirabildigi
rapor edilmistir (Pourabedin ve digerleri, 2015). Bir baska ticari prebiyotik aktif bilesen
olan beta-glukanin da, dogal bagisiklig1 ve viicut biiylimesini gelistirerek piliclerde fayda
sagladig ifade edilmistir (Chae ve digerleri, 2016).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Cahismada kullamilan bakteriler

Calismada izolasyon materyali olarak Ankara ili ilgelerinin 7 farkli boélgesinden temin

edilen serbest dolasan tavuklarin diskilar kullanilmistir.

3.1.2. Calismada kullanilan besiyeri ve cozeltiler

Lactobacillus cinsine ait bakterilerin gelistirilmesinde, ekzopolisakkarit (EPS) iiretiminde
MRS siv1 besi ortami kullanilmistir (Cizelge 3.1). Streptococcus cinsine ait bakterilerin
gelistirilmesinde, ekzopolisakkarit (EPS) iiretiminde ise Elliker sivi besi ortami
kullanilmistir (Cizelge 3.2). Uygun siv1 besiyerinde, 37°C’de 48 saat gelistirilen kiiltiirler,

en az iki kez aktiflestirildikten sonra ¢alismaya alinmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan MRS besiyerinin icerigi

Maddeler Miktar (g/L)
Pepton 10,0
Yeast ekstrat 5,0
Beef ekstrat 10,0
Glikoz 20,0
Di potasyum fosfat 2,0
Sodyum asetat 5,0
Manganez siilfat 0,05
Magnezyum siilfat 0,2
Amonyum sitrat 2,0
Tween 80 1,08 mL

Calismada kullanilan MRS besiyeri i¢in, maddeler distile su ile 1000 mL’ye tamamlanip, 1
M HCI ve/veya 1 M NaOH ile pH’st 6,2 £ 0,02’ye ayarlanmistir. Besiyerinin kati
formunun hazirlanilmas1 durumunda %1,5 oraninda Agar (Merck) ilave edilmistir.

Besiyerleri otoklavda 121°C’ de 15 dakika sterilizasyonu yapilmistir.
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Cizelge 3.2. Elliker s1v1 besiortami igerigi

Maddeler Miktar (g/L)
Tripton 20,0
Yeast ekstrast 5,0
Dekstroz 5,0
Laktoz 5,0
Sakkaroz 5,0
Sodyum klorit 4,0
Sodyum asetat 1,5
Askorbik asit 0,5

Calismada kullanilan Elliker besiyeri i¢in, maddeler distile su ile 1000 mL’ye tamamlanip,
1 M HCI ve/veya 1 M NaOH ile pH’ s1 6,8 + 0,02’ye ayarlanmistir. Besiyerinin kati
formunun hazirlanilmas1 durumunda %1,5 oraninda Agar (Merck) ilave edilmistir.

Besiyerinin otoklavda 121°C’ de 15 dakika sterilizasyonu yapilmustir.

Arastirmada biyofilm ¢alismalarinda test bakterisi olarak Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji Laboratuvari kiiltiir koleksiyonunda bulunan Listeria
monocytogenes ATCC 7644, Enterococcus faecalis ATCC 29212, E. coli ATCC 11229, E.
coli ATCC 35218, Bacillus cereus RSKK 863, Staphylococcus aureus EBI1, S. aureus
EBI18S, S. aureus ATCC 25923, S. enteridis ATCC 13076, Streptococcus mutans CNCT
8177, Salmonella Typhimurium CCM 5445, S. Typhimurium MUS80 kullanilmistir.
Arastirmada kullanilan test bakterilerinin gelistirilmesi i¢in Nutrient siv1 besiyeri (Merck)
kullamilmistir.  Biyofilm ve antibiyofilm c¢alismalarinda kullanilan bu patojen
mikroorganizmalar, Nutrient sivi besiyeri (Merck) igerisinde 37°C’de 48 saat

gelistirilmistir.
Calismalarda kullanilan fosfat tamponu icin Cizelge 3.3° de verilen maddeler tartilarak
distile su ile 1000 mL’ye tamamlanmis ve pH’s1t 1 M HCI ve 1 M NaOH ile 6,2’ye

ayarlandiktan sonra otoklavda 121°C’e 15 dakika sterilizasyonu yapilmistir.

Cizelge 3.3. Fosfat Tamponu (PBS) igerigi

Maddeler Miktar (g/L)
NaCl 8,00
K;HPO, 1,21
KH,PO4 0,34
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3.2. Metot
3.2.1. izolasyon

Arastirmada Ankara ili ilgelerinden temin edilen farkli tavuk digkilarindan 5 gram olarak
alman oOrnekler 45 mL’lik Serum Fizyolojik (%0,9) icerisinde vortex yardimi ile
karigtirllmistir. Daha sonra 900 pL’lik hazirlanan fizyolojik su igerisine 6rnekten 100 uL
ilave edilerek 6rnegin farkli diliisyonlar1 hazirlanmistir. Ornegin hazirlanan 1073, 10, 107,
10 ve 107 diliisyonlardan 100’er uL drigalski ile MRS Agar ve Elliker Agar bulunan
plaklara ekim yapilmistir. Ekimden sonra petriler etiivde 37°C’ de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. 48 saat sonunda Lactobacillus cinsine ait oldugu diisliniilen bakterileri
kolonileri MRS Broth’a, Streptococcus cinsine ait oldugu diisiiniilen koloniler Elliker
Broth’a alinarak 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmigtir. Bu siire sonunda tiim
orneklerden Gram boyama ve katalaz testi yapilarak uygun kati besi ortamima ekim
yapilmustir. Inkiibasyondan sonra Lactobacillus ve Streptococcus kolonilerine benzeyen
koloniler tekrar secilerek Gram boyama ile dogrulandiktan sonra bu kolonilerden uygun

(MRS veya Elliker) s1v1 besi ortamina alinmistir (Gomez ve digerleri, 2002).

Bakteriler uygun (MRS veya Elliker) sivi besi ortaminda art arda iki kez aktiflestirilmistir.
0,9 mL gliserol (Merck) kapakli cryo tiipler igerisinde 121°C’de 15 dakika otoklavda
sterilizasyonu yapilmistir. Aktiflestirilen kiiltiirlerden 0,9 mL alinarak steril gliserol igeren
tiiplere ilave edilip, -80°C ve -30°C’ de paralelli olarak saklanmistir. Muhafazaya alinan

stoklar alt1 ayda bir yenilenmistir (Hernandez ve digerleri, 2016).

Bakterilerin sayimi

Diskilarin diliisyon ekimleri sonucu Lactobacillus’lar i¢in secgici besiyeri olan MRS
besiyeri lizerinde gelisen beyaz ve solgun renkli koloniler ve Streptococcus’lar igin segici
besiyeri olan Elliker besiyeri lizerinde gelisen beyaz ve solgun renkli koloniler belirlenerek
sayimlar1 yapilmis, bakteri sayilar1 (kob/g) “‘Es 3.1”” kullanilarak hesaplanmistir (Fajardo
ve digerleri, 2012).

(kob/g) = (Ortalama Koloni sayis1 x Diliisyon faktorii)/ Petri kutularina aktarilan inokulum

miktar1 (0,1 mL) (3.1
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3.2.2. Bakterilerin EPS iiretimlerinin belirlenmesi

Aktif kiiltiirlerin optik yogunluklar1 McFarland cihazinda (Biosan Den-1) 7’ye ayarlanarak,
mikrofiij tiipii igerisine 1 mL alinmis ve 95°C° de 10 dakika isitilmistir. Ornekler
soguduktan sonra 1,7 pL. TCA (trikloroasetik asit) eklenerek yarim saat bekletilerek,
4°C’de 13000 rpm’de 25 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant yeni mikrofiij tiipline
aliarak iizerine 1(6rnek):3(alkol) oraninda %96’lik etanol eklenmistir. Bu asamada iki
paralel olacak sekilde 6rnekten mikrofiyj tiiplerine 500 pL alinmis, {izerine 1,5 mL etanol
eklenmistir. 4°C’de 13000 rpm’de 25 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda dipte
kalan pelletin iizerine 500 pL etanol eklenerek aymi kosullarda santriflij edilmistir.
Santrifiij sonras1 mikrofiij tiipleri 24 saat etiiv igerisinde bekletilmistir. Alkoliin u¢urulup
kurumas1 saglandiktan sonra 500 pL olarak ayrilan G6rnekler 500 pL deiyonize suda
coziilerek 1 mL olacak sekilde tek bir mikrofiij tiipiinde toplanmistir (Tsuda ve digerleri,
2008). Orneklerin iizerine 0,5 mL fenol (Sigma) ve 5 mL siilfirik asit (Merck) eklenerek,
oda sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra, iyice vortekslenerek 37°C’de 20 dakika
bekletilmistir. Orneklerin optik yogunluklari, 490 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak Olclilmiistiir (Dubois ve digerleri, 1956). Kiiltlirlerin irettigi EPS miktarlarim
hesaplamak i¢in 5-100 mg/L. arasinda degisen oranlarda (Resim 3.1) glikoz ¢ozeltisi
kullanilarak bir standart cikarilmis ve bu standarta gore iretilen EPS miktart mg/L

cinsinden belirlenmistir (Sekil 3.1).

Resim 3.1. 5-100 mg/L arasinda degisen standart glikoz ¢ozeltileri
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Sekil 3.1. Glikoz standart egrisi

3.2.3. Molekiiler tanimlama

Tavuk diskisindan izole edilen 44 izolatin 3.2.2°de anlatilan spektrofotometre yontemiyle
EPS miktar tayinleri yapilmistir. Yiiksek EPS iiretimine sahip 2 Lactobacillus spp.
(KC27L/KC66L) ile diisik EPS firetimine sahip 2 Lactobacillus spp. (KC21L/KC76L)
secilmis ve 16S rRNA ile molekiiler olarak tanimlanmistir. Segilen 4 izolatin DNA
izolasyonu, Thermo Scientific DNA izolasyon kiti kullanilarak gerceklestirilmistir. PCR
kosullart Andrabi ve digerlerinin (2016) metodu modifiye edilerek asagida verildigi gibi
yapilmustir:

5 pL kalip DNA, 5 puL 10x PCR Buffer Mg free, 5 uL MgCl, Buffer, 4 uL. Taq DNA
Polimeraz, 1,5 uL 10 pmol ileri primeri (Uni 27 F), 1,5 uL 10 pmol geri primeri (Uni1492
R), 1 pL ANTP Mix karigimu steril dH20 ile 50 pL’ye tamamlanmustir.

Baslangi¢ denatiirasyonu 94°C’de 4 dakika

35 dongii 94°C'de 45 saniye (denatiirasyon i¢in)

Baglanma sicaklig1 59°C'de 45 sn,

Uzatma sicakligr 72°C’de 1 dakika boyunca,
Nihai uzatma 72° C'de 5 dak.

DNA dizi analizleri REFGEN’de genetik analizér cihazinda hizmet alimi olarak
yaptirtlmistir.  Analiz sonuglari BLAST fonksiyonu ile NCBI (National Center for
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Biotechnology Information) Gen Bankasinda taranarak molekiiler tanimlamalar

yapilmustir.

3.2.4. EPS liyofilizasyonu

Yiiksek EPS fiiretimine sahip Lactobacillus salivarius KC27L, L. salivarius KC66Lve
diisiik EPS iiretimine sahip L. salivarius KC76L ve L. reuteri KC21L suslarinin irettikleri

EPS’lerinin liyofilizasyonu Tsuda ve digerleri’nin (2008), metoduna gore yapilmistir.

e Aktif kiiltlirlerin optik yogunluklart McFarland cihazinda 7’ye ayarlanarak, 800 mL
MRS siv1 besiyerlerine %2 oraninda asilanmis, 37°C’lik etiivde 48 saat inkiibasyona
birakilmistir.

e Inkiibasyondan sonra, endojen enzimleri inaktive etmek icin sicak su banyosunda
80°C’de 10 dk boyunca 1sitilmistir.

e Soguyan Orneklere %4 oraninda %80’lik Trikloroasetik asit (TCA) eklenerek, 2 saat
manyetik karistiricida karistirilmis, proteinler ¢oktiirilmiistiir.

e 4000 rpm’de 25 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant kisim toplanarak {izerine
1(6rnek):3(alkol) oraninda %96°lik alkol eklenerek +4°C’de 1 gece bekletilmistir.

e Bu karisim 4000 rpm’de 25 dakika santrifiij edilerek EPS’ler toplanmistir. Toplanan
EPS’ler 1 mL ultra distile saf suda ¢6ziindiikten sonra, penisilin siselerine alinip en az
1 gece -80°C’de bekletilmistir.

e Saflastirilmis EPS’ler liyofilizator cihazinda (CHRIST alpha 2-4 LD plus, Resim 3.2),
dondurulup kurutularak toz haline getirilmistir.

e Liyofilizasyondan sonra penisilin siseleri i¢inde bulunan EPS’ler (I-EPS) calismaya

alinmistir.

Livyofilize edilmis EPS’lerde miktar tayini

L. salivarius KXC27L, L. salivarius KC66L, L. salivarius KC76L ve L. reuteri KC21L
suslarma ait EPS’ler 3.2.2°’de anlatildig1 gibi izole edilip, liyofilizasyon iglemi ile toz
haline getirilmistir. 1-EPS’lerin miktarlarin1 belirlemek i¢in, her bir penisilin sisesinde
bulunan 1-EPS’ler 1 mL distile suda ¢oziilmiistiir. 1-EPS’lerin miktarlar1, 3.2.2°de verilen

metoda gore fenol-siilfirik asit metodu ile yapilmistir.
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Resim 3.2. Liyofilizator cihazi (CHRIST alpha 2-4 LD plus)

3.2.5. I-EPS’lerin karakterizasyonu

EPS’lerin monomer kompozisyonunun arastirtlmasi (HPLC)

En yiiksek EPS iiretimine sahip Lactobacillus salivarius KC27L 3.2.2°deki gibi izole
edilen I-EPS’lerin monomer kompozisyonu HPLC (yiiksek performansl sivi kromotografi)
ile ODTU Merkez Laboratuvarinda (analiz edilen sekerler: glikoz, galaktoz, mannoz,

siikroz ve arabinoz); hizmet alimi olarak gerceklestirilmistir.

EPS’lerin bag vapilarinin arastirilmasi (NMR)

En yiikksek EPS firetimine sahip L. salivarius KC27L susundan izole edilen 1-EPS’lerin
molekiil bag yapisinin belirlenmesi, 'H-NMR (niikleer manyetik rezonans) ile Gazi

Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimiinde hizmet alim1 olarak gerceklestirilmistir.

EPS’lerin molekiil agirliklarinin arastirilmasi (SEC)

En yiiksek EPS iiretimine sahip L. salivarius KC27L susundan izole edilen 1-EPS’lerin
molekiil agirligimin belirlenmesi, SEC analizi (biiyiiklikkge ayirma kromatografisi) ile

Bilkent UNAM’da hizmet alimi olarak gerceklestirilmistir.
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3.2.6. Antimikrobiyal aktivite

Antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi Reinheimer ve digerleri’nin (1990) metoduna

gore yapilmistir (Reinheimer ve digerleri, 1990).

Antimikrobiyal aktivite ¢alismasinda materyal olarak, EPS iiretimi yiiksek L. salivarius
KC27L, L. salivarius KC66L ve EPS iretimi disik L. salivarius KC76L, L. reuteri
KC21L suslarmin bakteri siispansiyonlari, kiiltiir filtratlari, bu bakterilerden elde edilen I-
EPS’leri (0,5 ve 1 mg/mL), bakteri+0,5 ve 1 mg/mL I-EPS’leri ile kontrol grubu olarak

ticari bir prebiyotik olan iniilin (0,5 ve 1 mg/mL) kullanilmistir.

Antimikrobiyal aktivite calismalarinda, Escherichia coli ATCC 11229, Enterococcus
feacalis 29212 ve Staphylococcus aureus EB1 test bakterileri olarak kullanilmigtir.

e Test bakterileri Nutrient sivi besi ortaminda aktiflestirilmistir. Aktif kiiltiirler
McFarland 0,5’e ayarlanarak, steril petri kab1 tizerine 100 pL aktarilmistir.

e Bu islemden sonra, daha onceden hazirlanip 121°C’de 15 dakika otoklavda steril
edilmis ve yaklasik olarak 50°C’ye kadar sogutulmus olan Nutrient kat1 besiyerinden
her petri kabina 20 mL ilave edilip, besi ortam1 ve petri kab1 zeminine inokiile edilen
test bakterilerinin homojen bir sekilde karigsmasi saglanmistir.

e Homojenlik saglandiktan sonra petri kabi igerisindeki Nutrient kat1 besiyerinin
donmasi i¢in 2 saat buzdolabinda bekletilmistir.

e Donan kati besiyeri iizerinde 7 mm capindaki steril cubukla kuyular agilmistir.
Kuyularin tabanlari steril agarla tekrar stvanmustir.

e Daha sonra ayr1 plaklarda agilan kuyulara; KC27L KC66L, KC76L ve KC21L
suslarina ait, bakteri siispansiyonlarindan 200 pL, kiltiir filtratindan 200 pL, 0,5-1
mg/mL 1-EPS’lerden 200 puL, bakteri+0,5 mg/mL I-EPS (1:1), bakteri+1 mg/mL I-EPS
(1:1), 0,5 ve 1 mg/mL iniilinden 200 pL ayr1 ayri ilave edilmis ve 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda kuyu gevresinde olusan zonlarin gap1

kumpas ile 6l¢iilmiis, sonuglar milimetre olarak verilmistir.
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3.2.7. Baz1 patojen bakteri suslarinin biyofilm yapma oranlarinin belirlenmesi

Kongo red yontemi

Kongo red yontemiyle, Biyoteknoloji laboratuvari kiiltiir kolleksiyononda bulunan 12
patojen bakterinin (Listeria monocytogenes ATCC 7644, Enterococcus faecalis ATCC
29212, Escherichia coli ATCC 11229, E. coli ATCC 35218, Bacillus cereus RSKK 863,
Staphylococcus aureus EB1, S. aureus EB18, S. aureus ATCC 25923, Salmonella enteridis
ATCC 13076, Streptococcus mutans CNCT 8177, Salmonella Typhimurium CCM 5445, S.
Typhimurium MUS80) biyofilm yapma yeteneklerinin fenotip olarak degerlendirilmesinde,
Arciola ve digerleri’nin (2002), kullandiklar1 metot uygulanmistir. Bu yontemde, Brain
Heart Infusion s1v1 besiyerine 10 g agar ve 50 g siikroz ilave edilerek, 121°C’de 15 dakika
steril edilmis ve sicakligi 55°C’ye diistiigiinde, 8 g/L olarak ¢ozlinmiis Kongo red
soliisyonu (Merck) besiyerine ilave edilmistir. Aktif hale getirilmis 12 patojenin, kirmizi
renkli kat1 besiyerine ¢izgi ekimleri yapilmistir. 37°C’de 24 saat aerobik ortamda
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda, kirmizi renkli kat1 besiyeri iizerinde siyah
renkli koloni olusturan bakteriler giiclii (++), kirmiz1 renkli koloni olusturanlar zayif (+)

olarak degerlendirilmistir.

Mikro plak yontemi

12 patojen bakterinin biyofilm yapma oranlarinin mikro plak yontemi ile belirlenebilmesi
icin Sayem ve digerleri’nin (2011) kullandigr metotta bazi modifikasyonlar yapilarak

uygulanmistir.

e Patojen kiiltiirlerin optik yogunluklar1 McFarland 0,5’e ayarlanip, 96 kuyulu plaga 200
puL eklenmistir. Kontrol grubu olarak steril Nutrient siv1 besiyeri kullanilmigtir. Plaklar
statik bir ortamda inkiibasyona birakilmistir.

¢ Biyofilm olusumunu tespit edebilmek i¢in, inkiibasyon sonrasinda kuyucuklardaki sivi
faz uzaklastirilmis ve kuyular steril distile su ile 5 kez yikanarak zayif baglanmis

bakteriler uzaklastirilmistir.
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e Plak 45 dk havada kurumaya birakildiktan sonra, her bir kuyuya 200 pL %1°lik kristal
viyole soliisyonu eklenmis ve 45 dakika boyunca boyanmasi saglanmistir. Daha sonra
boya kuyulardan atilmig ve kuyular 5 kez steril distile su ile yikanmustir.

e Kuyularin boyayr birakmasi i¢in, kuyulara 200 pL etanol-aseton soliisyonu (4:1)
eklenmis ve 15 dk bekletilmistir. Bu siire sonunda, plaklar mikroplak okuyucuda
(Epoch, Biotek Resim 3.3) 570 nm’de okutulmustur. Bakterilere ait OD degerlerinden
kontrol grubunun OD degeri ¢ikartilarak biyofilm olusumu belirlenmistir. Bakterilerin

biyofilm yetenekleri kendi aralarinda kuvvetli ve zayif biyofilm olusturanlar olarak

gruplandirilmistir.

Resim 3.3. Mikroplak okuyucu (Epoch, Biotek)

3.2.8. Antibiyofilm aktivite

Antibiyofilm madde olarak en yiiksek EPS {iretimine sahip olan L. salivarius KC27L ve L.
salivarius KC66L ile en diisiik EPS iiretimine sahip L. salivarius KC76L ve L. reuteri
KC21L suslarina ait, bakteri siispansiyonlari, kiiltiir filtratlari, bakterilerden elde edilen 0,5
ve 1 mg/mL I-EPS’leri ve bakteri+0,5-1 mg/mL 1-EPS’leri ve ticari bir prebiyotik olan 0,5
ve 1 mg/mL iniilin kullanilmistir. Mikroplak yontemine gdre biyofilm yapma oranlar
belirlenen patojen bakterileri iginde en yiiksek biyofilm yapma yetenegine sahip
Escherichia coli ATCC 11229, Enterococcus feacalis 29212 ve Staphylococcus aureus
EBI test bakterileri, antibiyofilm deneyinde kullanilmistir.

L. salivarius KC27L, L. salivarius KC66L, L. salivarius KC76L ve L. reuteri KC21L
bakteri slispansiyonlart McFarland 7’ye ayarlanarak 96 kuyulu plaklara 20 pL
aktarilmigtir. Bunlarin iizerlerine, optik yogunluklar1 McFarland 0,5’e ayarlanan patojen
bakteri kiiltiirlerinden 180 pL ilave edilmistir. Kontrol gruplarinda 20 pL serum fizyolojik

kullanilmistir.
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L. salivarius KC27L, L. salivarius KC66L, L. salivarius KC76L ve L. reuteri KC21L
suslarma ait kiltiir filtratlart 96 kuyulu plaklara 20 pL aktarilmistir. Bunlarin tizerlerine,
optik yogunluklar1 McFarland 0,5’e ayarlanan patojen bakteri kiiltiirlerinden 180 uL ilave
edilmistir. Kontrol gruplarinda 20 pLL MRS besiyeri kullanilmistir.

L. salivarius KC27L, L. salivarius KC66L, L. salivarius KC76L ve L. reuteri KC21L
suslarindan izole edilen liyofilize EPS’ler (I-EPS) suda ¢6ziilmiistiir. 96 kuyulu plaklara I-
EPS’lerden 20 pL aktarilmistir ve bunlarin tizerlerine aktif kiiltiirlerinin optik yogunluklar
McFarland 0,5’e ayarlanan patojen bakteri kiiltiirleri 180’er pL ilave edilmistir (son hacim
0,5 veya 1 mg/mL olacak sekilde ayarlanmistir). Kontrol gruplarinda 20 pL steril distile su

kullanilmustir.

L. salivarius KC27L, L. salivarius KC66L, L. salivarius KC76L ve L. reuteri KC21L
bakteri siispansiyonlar1 McFarland 7’ye ayarlanarak 96 kuyulu plaklara 10 pL konulmus,
suda ¢oziilmiis_liyofilize EPS’ler (I-EPS) 96 kuyulu plaklara 10 pL aktarilarak (son hacim
0,5 veya 1 mg/mL olacak sekilde) toplam hacim 20 pL’ye ayarlanmistir. Aktif
kiiltiirlerinin optik yogunluklari McFarland 0,5’e ayarlanan patojen bakteri kiiltiirleri
180’er pL ilave edilmistir. Kontrol gruplarinda 10 pL steril distile su, 10 pL serum
fizyolojik kullanilmaistir.

Liyofilize EPS’lerde oldugu gibi iniilinin antibiyofilm aktivitesinde de, iniilin steril distile
su igerisinde ¢oziilmistiir. 96 kuyulu plaklara 20 pL aktarilmistir ve bunlarin {lizerlerine
aktif kiltiirlerinin optik yogunluklar1 McFarland 0,5’e ayarlanan patojen bakteri
kiiltiirlerinden 180’er pL ilave edilmistir (son hacim 0,5 veya 1 mg/mL olacak sekilde

ayarlanmistir). Kontrol grubu olarak 20 pL steril distile su kullanilmustir.

Yukaridaki gibi hazirlanan deney ve kontrol gruplari 24 saat statik bir ortamda
inkiibasyona birakilmigtir. Biyofilm olusumunu hesaplayabilmek icin, kuyulardaki
planktonik hiicre fraksiyonu yeni bir plak igerisine aktarilip, mikroplak okuyucuda 570
nm’de Ol¢iim yapilmistir. Antibiyofilm inhibisyonunun yiizde oranini hesaplamak igin

“Es. 3.2”” kullanilmigtir (Chaieb ve digerleri, 2011).

% Biyofilm Inhibisyonu = (Axontrol — Asmek) / Akontrol X 100 (3.2)
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3.2.9. Antioksidan aktivite

DPPH radikalini giderme etkisinin belirlenmesi

En yiiksek EPS iiretimine sahip olan L. salivarius KC27L ve L. salivarius KC66L ile en
diisiik EPS iiretimine sahip L. salivarius KC76L ve L. reuteri KC21L suslarina ait, bakteri
siispansiyonlari, kiiltiir filtratlari, bakterilerden elde edilen 0,5 ve 1 mg/mL 1-EPS’leri,
bakteri+0,5-1 mg/mL 1-EPS’leri ve ticari bir prebiyotik olan 0,5 ve 1 mg/mL iniilin

kullanilarak asagida verilen yonteme gore DPPH radikalini giderme etkisi tespit edilmistir.

Bakteriler, iki defa aktiflestirilmistir.

e Inkiibasyon sonunda &rneklere fosfat tamponu (PBS pH=6,2) ile 4000 rpm’de 30
dakika iki defa yikama islemi uygulanmustir.

e Yikanmis pellet 10 mL PBS i¢erisinde McFarland 7’ye ayarlanmaistir.

e 4000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmistir.

e Santrifiij sonras1 siipernatant dokiiliip pellet 1 mL PBS ile siispanse edilip 6rneklerin
tizerine 1 mL DPPH eklenerek, karanlik ortamda 1 saat bekletilmistir.

e Bekleme sonunda 6rnekler 4000 rpm’de 25 dakika santrifiij edilip siipernatantlar 517

nm’de spektrofometrik olarak dl¢iimleri gergeklestirilmistir (Li ve digerleri, 2012).

Suslarin % DPPH radikalini gideriminin hesaplanmasi, ‘‘Es. 3.3 kullanilarak yapilmustir.

% Supul'licu Akthlte = [ 1- (Afjmek - Akérve) / Akontro] ] X 100 (33)

Korve= PBS ¢ozeltisi; Kontrol= PBS ¢ozeltisi ve DPPH ¢6zeltisi

Demir (Fe?) ivonu selatlama aktivitesinin belirlenmesi

En yiiksek EPS iiretimine sahip olan L. salivarius KC27L ve L. salivarius KC66L ile en
diisiik EPS iiretimine sahip L. salivarius KC76L ve L. reuteri KC21L suslarina ait, bakteri
slispansiyonlari, kiiltiir filtratlari, bakterilerden elde edilen 0,5 ve 1 mg/mL 1-EPS’leri,
bakteri+0,5-1 mg/mL 1-EPS’leri ve ticari bir prebiyotik olan iniilin (0,5 ve 1 mg/mL)
kullanilarak Demir (Fe*?) iyonu selatlama aktivitesi asagida verilen ydnteme gore

belirlenmistir.



33

Bakteriler MRS sivi besi ortaminda 24 saat inkiibe edilerek iki kez ard arda
aktiflestirilmistir. Daha sonra Ornekler PBS ile 4000 rpm’de 30 dakika 2 defa yikama
islemi uygulanmistir. Yikanmis pellet 10 mL PBS icerisinde McFarland 7’ye ayarlanmistir.
4000 rpm’de 30 dk santriflij edilmistir. Santrifiij sonras1 siipernatant dokiiliip pellet 1 mL
PBS ile siispanse edilip 6rneklerin lizerine 2 mM 0,05 mL FeCl; ilave edilmistir. 5 mM 0,2
mL ferrozin eklenerek reaksiyon baslatilip, Ornekler karanlik ortamda 10 dakika
bekletilmistir. Bekleme sonunda ornekler 4000 rpm’de 25 dakika santrifiij edilmistir.
Selatlama aktivitesi 562 nm dalga boyunda yapilan 6l¢lim sonucu optikal yogunluktaki
azalma belirlenerek hesaplama yapilmigtir (Decker ve Welch, 1990).

Selatlama aktivitesinin hesaplanmasi, ‘‘Es. 3.4”" kullanilarak yapilmistir.
% Demir iyonu selatlama yetenegi =[1 — (OD2/ ODy) ] x 100 3.4
Formiilde verilen OD; degeri ortamda sadece kompleks olusturan maddeler olan ferrozin

ve Fe™ iyonlarinin varhgmndaki kontrol numunesinin absorbans degeridir. OD; ise

caligmada kullanilan standart antioksidanlarin absorbans degeridir.

Siiperoksit anyon radikali siipuiriici aktivitesi

En yiiksek EPS iiretimine sahip olan L. salivarius KC27L ve L. salivarius KC66L ile en
diisiitk EPS {iretimine sahip L. salivarius KC76L ve L. reuteri KC21L suslarina ait, bakteri
siispansiyonlari, kiiltiir filtratlari, bakterilerden elde edilen 0,5 ve 1 mg/mL 1-EPS’leri,
bakteri+0,5-1 mg/mL 1-EPS’leri ve ticari bir prebiyotik olan 0,5 ve 1 mg/mL iniilinin
stiperoksit anyon radikali siipiiriicii aktivitesi Wang ve digerleri’nin (2015) metodu

kullanilarak tespit edilmistir.

MRS siv1 besiyerinde iki kez aktiflestirilen kiiltiirlerin yogunlugu PBS igerisinde
McFarland 7’ye ayarlanmistir. Yogunlugu ayarlanan ornekler 13000 rpm’de 15 dakika
santrifiij edilmistir. Daha sonra siipernatant dokiiliip pellet 1 mL PBS ile siispanse
edilmistir. Stispanse edilen 6rneklerin tizerine 25°C de 1sitilmis 0,2 mL pyrogallol (3 mM)
ilave edilmistir. Karigimin absorbans degeri 325 nm’de Ol¢iilmiis ve yiizde siliperoksit

anyonu radikalini siipliriicti aktivitesi ‘‘Es. 3.5 kullanilarak belirlenmistir.
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% Siiperoksit anyonu radikalinin siipiiriicli aktivitesi = [(Ao - A1) / Ao] x 100 (3.5)

A1: Orneklerin absorbans degeri

Ao: Ornek icermeyen ¢ozeltinin absorbans degeri

3.2.10. istatiksel analizler

Tiim ¢alismalar 2 paralelli ve 3 tekerriirlii olarak yapilmis ve bulunan degerlerin ortalama
sonuglar1 verilmistir. Istatistiksel analizlerde SPSS Inc. Software (16.0 versiyonu, SPSS
Inc., Chicago, IL) kullanilmistir. Denenen farkli parametrelerde antioksidan aktivitenin
belirlenmesinde kullanilan farkli yontemler arasinda farkliligin olup olmadigini belirlemek

icin tek yonlii-ANNOVA kullanilmistir.



4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. izolasyon
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Calisma, Ankara iline bagl 7 ilgeden temin edilen 7 farkli tavuk diskisindan izole edilen

26 Lactobacillus ve 18 Streptococcus cinsi bakterilerin temin edildigi ilgeler Cizelge

4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Calismada kullanilan izolatlar ve temin edildikleri ilge

izolat Temi? Izolat Temir? Izolat Temir?
Edildigi Ilge Edildigi Iige Edildigi Ilge

KCI11S Kegidren KC57S Yuva KC36L Polath
KC218S Kegioren KC67S Yuva KC46L Polatl
KCI12S Memlik KC77S Yuva KC56L Polatl
KC13S Yakacik KCI1L Kegioren KC66L Polath
KC23S Yakacik KC21L Kecioren KC76L Polatl
KC14S Ivedik KC12L Memlik KC86L Polath
KCI15S Golbast KC23L Yakacik KC96L Polath
KC25S Golbasi KC33L Yakacik KCI116L Polath
KC35S Golbasi KC43L Yakacik KC126L Polath
KC45S Golbast KCI15L Golbast KC136L Polath
KC55S Golbast KC25L Golbast KC17L Yuva
KC16S Polath KC35L Golbasi KC27L Yuva
KC17S Yuva KC45L Golbast KC37L Yuva
KC27S Yuva KC65L Golbasi KC47L Yuva
KC47S Yuva KC16L Polath

Bakterilerin sayimi

Calismada kullanilan 7 farkli bolgeden toplanan digki Orneklerinden elde edilen
Lactobacillus ve Streptococcus cinsi izolatlarin toplam bakteri sayimi kob/g (koloni
olusturan birim/g) ve Logio (kob/g) olarak hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 4.2°de

verilmistir.
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Calismada en fazla Lactobacillus sayisina Golbast (8,6x10'+0,2 kob/g) ve Polath
bolgesinden toplanan (10,8x107+0,4 kob/g), en az Lactobacillus sayisma ise Ivedik
bolgesinden toplanan (5,0x10°+0,5 kob/g) diskilarda rastlanilmistir. Toplam bakteri sayimi
en fazla olan diskinin, en fazla Lactobacillus izolasyonu yapilan Polatli bolgesinden
oldugu belirlenmistir. Calismada en fazla Streptococcus sayisina Kegioren bolgesinden
toplanan diskilarda (8,4x107+0,1 kob/g) goriilmiistiir. En fazla Streptococcus izolasyonu
yapilan digkinin ise Yuva bolgesinden temin edildigi ve toplam bakteri sayiminin

13,0x10%+0,6 kob/g oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.2. Digkilarda toplam bakteri sayimi1 (kob/g)

Toplam Toplam
. _ Lactobacillus Streptococcus
Disk1 Ornekleri Lactobacillus Streptococcus
Logio (kob/g) Logio (kob/g)
Sayisi1 (kob/g) Sayisi (kob/g)
Kecidren 8,4x107+0,3 7,92+0,1 8,4 x10+0,1 7,9240,1
Memlik 6,0x10°+0,5 6,77+0,4 7,5x10°+0,6 6,8710,3
Yakacik 20,0x10°+0,1 7,3020,1 21,5x10%+0,4 7,3310,4
Golbasi 8,6x107 +0,2 8,93+0,4 9,6x10°+0,3 6,98+0,1
Yuva 9,0x10%+0,3 7,95%0,3 13,0x10°+0,6 7,11£0,2
Polath 10,8x107 +0,4 9,03+0,3 7,0x10°+0,1 6,8410,1
Ivedik 5,0,x10°+0,5 6,6910,1 10,5x10°+0,6 7,02+0,4

4.2. Izolatlarin Ekzopolisakkarit (EPS) Uretimleri

Calismada kullanilan izolatlarin kiiltiir ortamindaki EPS {iretimleri 3.2.2°de anlatildig1
sekilde belirlenmistir. Buna gore tiim suslarin {rettigi EPS miktarlart Cizelge 4.3’de
gosterilmistir. EPS iiretim kapasitesi yliksek olan izolatlar Lactobacillus spp. KC66L
(350£1 mg/L), Lactobacillus spp. KC27L (35316 mg/L), Streptococcus spp. KC13S
(327£0 mg/L), Streptococcus spp. KC25S (292+0 mg/L) iken, diisiik EPS iireten izolatlar;
Lactobacillus spp. KC21L (8t0 mg/L), Lactobacillus spp. KC76L (15£3 mg/L),
Streptococcus spp. KC55S (5240 mg/L) ve Streptococcus spp. KC21S (57£7 mg/L) olarak

belirlenmistir.



Cizelge 4.3. izolatlarin EPS iiretim miktarlar1 (mg/L)
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IZOLAT EPS (mg/L) IZOLAT EPS (mg/L) IZOLAT EPS (mg/L)
KC118 203+5 KC57S 152+4 KC36L 16120
KC21S 28348 KC67S 57+7 KC46L 3847
KC12S 1600 KC77S 7943 KC56L 33840
KC138 32740 KCI1IL 78+7 KC66L 35040
KC23S 10643 KC21L 8+0 KC76L 1543
KC14S 259+0 KC12L 1940 KC86L 237+4
KC158 7548 KC23L 3240 KC96L 28040
KC258 29240 KC33L 58+0 KCI116L 25610
KC358S 103+2 KC43L 1170 KC126L 5240
KC458 196+9 KC15L 21340 KC136L 29619
KC558S 5240 KC25L 18940 KCI7L 64+2
KC16S 760 KC35L 11940 KC27L 35346
KC17S 216+0 KC45L 22610 KC37L 7742
KC27S 720 KC65L 27746 KC47L 27616
KC47S 239+9 KC16L 45+1

Yiiksek EPS fiiretimine sahip 2 Lactobacillus spp. (KC27L, KC66L) ile diisikk EPS

iiretimine sahip 2 Lactobacillus spp. (KC21L, KC76L) se¢ilmis ve izolatlarin iirettikleri
EPS’ler liyofilize edilmistir. Liyofilizasyon sonrasi orneklerin EPS miktarlar1 130-376

mg/L arasinda bulunmustur (Cizelge 4.4). Calismanin sonuglarina gore, suslarin kiiltiir

ortaminda belirlenen EPS miktar1 ile liyofilizasyon sonrasi belirlenen EPS miktarlar

Lactobacillus salivarius KC66L susu hari¢ paralellik gostermistir ve liyofilizasyon sonrasi

EPS miktarinin daha fazla oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.4. Liyofilizasyon 0ncesi ve sonrasinda suslarin EPS miktarlar

Suslar EPS (mg/L) 1-EPS (mg/L)
Lactobacillus salivarius KC66L 350+1 22145
Lactobacillus salivarius KCT6L 1543 13543
Lactobacillus salivarius KC27L 35316 37614
Lactobacillus reuteri KC21L 810 130+£2
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4.3. Molekiiler Tanimlama

Ekzopolisakkarit (EPS) miktar1 belirlenen izolatlardan yiiksek EPS iiretimine sahip 2 izolat
(KC27L, KC66L) ile diisiik EPS iiretimine sahip 2 izolat (KC21L, KC76L) 16 S rRNA
analizi ile molekiiler diizeyde tanimlama i¢in secilmis ve izole edilen DNA’lar PCR analizi
yapilarak agaroz jel elektroforezde yiirtitiilerek goriintiilenmistir (Resim 4.1). Bakterilerin
molekiiler tanimlamalar1 RefGen, Gen Arastirmalari ve Biyoteknoloji Merkezinde hizmet
alimi seklinde yaptirilmistir. Safligr (OD2so2g0 nm) 1,62-1,83 arasinda degisen DNA’larla
yapilan dizi analizi sonuglart BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) fonksiyonu ile
NCBI (National Center for Biotechnology Information) Gen Bankasi’'nda 1540 baz cifti
taranarak molekiiler olarak tanimlanmistir. 4 bakterinin molekiiler tanimlamasi sonucunda
NBCI veri tabanindaki model suslara %99 oraninda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir

(Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Bakterilerin 16S rRNA sekanslarinin NCBI gen bankasi sonuglarina gore

homolojileri
Sus Kodu Tiir ad1 EMBL/ Gen Bank No Homoloji
KC66L Lactobacillus salivarius LT852760.1 % 99
KC27L Lactobacillus salivarius CP017107.1 % 99
KC21L Lactobacillus reuteri MF686473.1 % 99
KC76L Lactobacillus salivarius KM361623.1 % 99

3000 bp
2000 bp
1500 bp

1200 bp
1000 bp
900 bp

500 bp
100 bp
300 bp
100 bp

Resim 4.1. Agaroz jel elektroforez goriintiisii: M: Molekiiler biiytikliik belirteci 1. KC66L,
2. KC76L, 3. KC21L, 4. KC27L, 5. Negatif kontrol
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Calismada kullanilan KC66L, KC27L, KC21L ve KC76L izolatlart molekiiler yontemlerle
(16S rRNA) tanimlanmistir. Bu ¢alisma kapsaminda kullanilan tiim bakteriler mikroskobik
inceleme yapildiktan sonra, calismaya alimmustir. Calismada kullanilan, Lactobacillus
salivarius KC27L ve Lactobacillus reuteri KC21L suglarinin Gram boyama sonucunda 151k

mikroskobundaki goriintiileri Sekil 4.1°de gosterilmistir.

2 EA s o IY]

.~/
1]
.
rfr
L
=
&
o
il
L]
=
i’

L s @
] .' .
(i H &
. T
k'ﬁ o - bg #5-
. . 10 um ll 5% A ; * 10 pm
o\ SRR | _

Sekil 4.1. Lactobacillus salivarius KC27L (a) ve Lactobacillus reuteri KC21L (b)
suslarinin 151k mikroskop goriintiileri

a

4.4. 1-EPS’lerin Karakterizasyonu

I-EPS’lerin sahip olduklart monomer profilinin prebiyotik 6zelliklerine etkisini ortaya
koyabilmek amaciyla, secilen KC27L susuna ait liyofilize EPS’lerin monomer
kompozisyonu HPLC (yliksek performansh sivi kromotografi), molekiiliin bag yapisinin
belirlenmesi '"H-NMR (niikleer manyetik rezonans) ve molekiil agirliginin belirlenmesi ise

SEC (biiytikliikk¢e ayirma kromatografisi) ile gerceklestirilmistir.

L. salivarius KC27L susundan izole edilen 1-EPS’nin monosakkarit kompozisyonu ve
oranlar1 Cizelge 4.6, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’de gosterilmistir. Bu susun I-EPS’sinin glikoz,
mannoz, sukroz ve arabinoz monomerlerinden olustugu ve glikoz monomeri oraninin diger
sekerlerden daha fazla oldugu belirlenmistir. 1-EPS 6rneklerinde galaktoz monomerine
rastlanilmamistir. KC27L susuna ait 1-EPS’nin seker kompozisyonunda %52,99 oraninda
glikoz, %18,51 oraninda siikroz, %13,81 oraninda mannoz, %14,67 oraninda arabinoz

bulundugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.6. L. salivarius KC27L susuna ait I-EPS’lerinin monosakkarit kompozisyonlari
ve ylizde oranlart

Seker Kompozisyonlari I-EPS (KC27L) (%)
Glikoz 52,99
Galaktoz t.e.
Arabinoz 14,67
Mannoz 13,81

Siikroz 18,51

t.e: tespit edilmedi.

Sekil 4.2. L. salivarius KC27L susuna ait 1-EPS’nin kromotogrami: Mavi kromatogram
1/10 dilue Ornek sirasiyla tespit edilen sekerler sukroz, glikoz, mannoz ve
arabinoz

Sekil 4.3. L. salivarius KC27L susuna ait 1-EPS’nin kromotogrami: Kirmizi kromatogram
1/20 dilue 6rnekte, galaktoz yoklugu
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Calismada kullanilan KC27L susu 1-EPS’lerinin bag yapisini belirlemek amaciyla 'H-
NMR analizi yapilmistir. Calisilan 1-EPS’nin yapisinda bulunan glikoz ve arabinoz
miktarlar1 '"H-NMR’da anlamli pikler verecek oranlarda bulunmustur (Sekil 4.4). Aym
d.H>O’da ¢oziiliip proton NMR’1 alindiginda I-EPS’de 5,25-5,30 ppm civarinda gbzlenen
sinyal arabinoza ait anomerik H’e ait iken, 5,12 ppm civarinda goziiken pik a - (1 — 3)-
glikozun 2 nolu protonuna ait oldugu belirlenmistir. 3,15 ile 3,25 ppm arasindaki sinyaller
B-D-glikozun 2 nolu protonuna aitken, diger sinyaller su pikinin altinda kaldigi ig¢in

gbzlenememistir.

Sekil 4.4. L. salivarius KC27L susundan izole edilen 1-EPS’lerin "H-NMR spekturumu

Biiyiikliikce ayirma kromatografisi (SEC) analizi ile Lactobacillus salivarius KC27L
susundan elde edilen I-EPS’lerin ortalama mol kiitlesi (Mw) belirlenmistir. 1-EPS’nin iki
fraksiyon olusturdugu tespit edilmistir. L. salivarius KC27L susuna ait 1-EPS’nin

fraksiyonlarmin molekiiler agirhg 1,6 x 10° ile 6,4 x 10* Da arasinda degistigi

belirlenmistir.

4.5. Antimikrobiyal Aktivite

KC27L, KC66L, KC76L ve KC21L suslarina ait bakteri siispansiyonlari, kiiltiir filtratlar,
0,5-1 mg/mL I-EPS’leri, bakteri+0,5-1 mg/mL I-EPS’lerinin Escherichia coli ATCC
11229, Enterococcus feacalis 29212 ve Staphylococcus aureus EB1 test bakterileri {izerine

inhibisyon etkileri agar diflizyon yontemine gore belirlenmistir.
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Yapilan ¢aligmalar sonucunda KC27L, KC66L, KC76L, KC2I1L’ye ait bakteri
stispansiyonlarinda, 0,5-1 mg/mL’lik I-EPS, bakteri +1-EPS (0,5-1 mg/mL) ve kontrol
olarak kullanilan 0,5-1 mg/mL iniilinin Escherichia coli ATCC 11229, Enterococcus
feacalis 29212 ve Staphylococcus aureus EBI1 patojen bakterilerine karst herhangi bir

antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadig1 goriilmiistiir.

KC27L, KC66L, KC76L ve KC21L suslarina ait kiiltiir filtratlari, denenen her ii¢ patojen
bakteriye karsi antimikrobiyal etki gostermistir. Staphylococcus aureus EB1 patojeni
lizerine en yliksek antimikrobiyal etki 10 mm zon ¢ap1 ile Lactobacillus salivarius KC27L

susunun kiiltiir filtratinda belirlenmistir (Resim 4.2).

Evcherichia coli

ATCC 11229 Stapiyiococcns ;
aureis EB1 1

Resim 4.2. (a) Lactobacillus salivarius KC66L susuna ait kiiltiir filtratinin E. coli ATCC
11229 {izerine inhibisyon etkisi (b) Lactobacillus salivarius KC27L susuna ait
kiiltiir filtratin Staphylococcus aureus EB1 iizerine inhibisyon etkisi

Lactobacillus salivarius KC76L (4,5 mm) ve Lactobacillus reuteri KC21L (5,5 mm)
suslarmin kiiltiir filtratlarinda, Escherichia coli ATCC 11229 iizerinde antimikrobiyal
aktivitenin en diisiik oldugu goriilmustir. Lactobacillus salivarius KC66L suguna ait kiiltiir
filtratinin E. coli ATCC 11229 iizerine inhibisyon etkisi 10 mm (Resim 4.2a) zon ¢apinda
gozlenmistir. KC27L susu kiiltiir filtratinda ise Escherichia coli ATCC 11229 iizerine

antimikrobiyal aktivite gézlenmemistir.

Enterococcus faecalis 29212 tlizerinde antimikrobiyal aktivite; Lactobacillus salivarius

KC27L kiltir filtratinda 9 mm, Lactobacillus salivarius KC66L kiltiir filtratinda 6 mm
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olarak gozlenirken, Lactobacillus reuteri KC21L ve Lactobacillus salivarius KC76L
suslarma ait kiiltiir filtratlarinda Enterococcus faecalis 29212 patojenine karsi herhangi bir

zon olusumu gozlenmemistir.

Staphylococcus aureus EBI1 ilizerinde; Lactobacillus salivarius KC27L susuna ait kiiltlir
filtratlarinin 10 mm zon ¢apinda antimikrobiyal aktivite belirlenirken, Lactobacillus
salivarius KC66L ve Lactobacillus salivarius KC76L suslarina ait kiiltiir filtratlarinda 8

mm zon ¢apinda antimikrobiyal aktivite tespit edilmistir.

Lactobacillus reuteri KC21L susuna ait kiiltiir filtratlarinin sadece Escherichia coli ATCC
11229 iizerinde inhibisyon zonu olusturdugu (5,5 mm), Staphylococcus aureus EB1 ve
Enterococcus feacalis 29212 test bakterileri iizerinde inhibisyon zonu olusturmadigi

gozlenmistir.

4.6. Baz1 Patojen Bakteri Suslarimin Biyofilm Yapma Oranlarinin Belirlenmesi

Cizelge 3.2°de verilen Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Biyoteknoloji
Laboratuvar kiiltiir koleksiyonunda bulunan 12 farkli patojen bakterinin biyofilm yapma
kapasitelerinin belirlenmesi i¢in, kongo red ve mikro plak yontemi olmak iizere iki farkli

yontem esas alinmustir.

4.6.1. Kongo red yontemi

Kongo red yontemi ile biyofilm olusumunu belirlemek i¢in 3.2.6°’daki yoOntem
kullanilmistir. Biyofilm olusumunda, bakteriler jelsi bir tabaka meydana getirmek igin
ekzopolisakkaritler iiretirler. Bu yonteme gore, kullanilan kongo red boyasi polisakkaritler
ile dogrudan etkilesime girerek, renkli kompleksler olustururlar. Buna gore, siyah renk
olusturan bakteriler giigclii biyofilm iireticisi (++), kirmizi renk olusturanlar ise zayif
biyofilm iireticisi (+) olarak degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeye gore elde edilen
sonuglar Cizelge 4.7°de verilmistir. Resim 4.3’de kongo red ilave edilmis, Brain Heart
Infusion besi ortaminda S. enteritidis ATCC 13076 bakterisine ait koloni morfolojisi

gosterilmistir.
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Cizelge 4.7. Baz1 patojen bakterilerin kongo red yontemi ile bulunan biyofilm yapma

oranlari
Suglar Biyofilm
L. monocytogenes ATCC 7644 +
E. faecalis ATCC 29212 ++
B. cereus RSKK 863 +
S. aureus EB1 ++
S. aureus EB18 +
S. aureus ATCC 25923 ++
S. mutans CNCT 8177 +
S. Typhimurium CCM 5445 +
S. Typhimurium MUS80 +
S. enteritidis ATCC 13076 +
E. coli ATCC 11229 ++
E. coli ATCC 35218 +

++ : Gliglii biyofilm olugumu.
+ : Zayif biyofilm olusumu.

Resim 4.3. Kongo red deneyinde S. enteritidis ATCC 13076 susunda gozlenen kirmizi
koloniler (zayif biyofilm olusumu: +)

Sonuglara gore, E. faecalis ATCC 29212, S. aureus EB1, E. coli ATCC 11229, S. aureus
ATCC 25923 suslarinda giiglii biyofilm olusumu (++), L. monocytogenes ATCC 7644, B.
cereus RSKK 863, S. mutans CNCT 8177, S. Typhimurium CCM 5445, S. enteritidis
ATCC 13076, E. coli ATCC 35218, S. aureus EB18 ve S. Typhimurium MUS80 suslarinda

ise zay1f biyofilm olusumu (+) belirlenmistir.
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4.6.2. Mikro plak yontemi

Biyofilm olusumunun belirlendigi mikro plak yonteminin prensibi, spektrofotometrik
olarak yogunlugun Ool¢iilmesine dayanmaktadir. 96 kuyucuklu plaklarda gelistirilen
bakteriler, kuyucuk igerisinde biyofilm olusturarak tutunur. Planktonik kismi1
kuyucuklardan ¢ikarip yikama islemi yapildiginda kuyucuklarda sadece biyofilm yapan
bakteri hiicreleri kalir. Kristal viyole ile boyama islemi sirasinda biyofilmde yasayan
bakteri hiicreleri boyay1 alir. Boyama sonrasinda yikama yapildiginda, boya plaktan atilir
ve sadece bakteri hiicrelerindeki boya kalir. Etanol-aseton soliisyonu hiicrelerin igindeki
boyanin disar1 salinmasini saglar. Boylece biyofilmdeki hiicre yogunluguna gdére mavi

tonlarinda renkler olusur.

Bu renkler mikroplak okuyucuda 570 nm’de okutulup, OD degerleri 1,99-1,00 arasinda
olanlar kuvvetli, 0,99-0 arasinda olanlar zayif biyofilm olusturma kapasitesi olarak
degerlendirilmistir. Resim 4.4’de mikroplak okuyucuda okunmaya hazir bir mikro plak
gosterilmistir. Bu plakta, biyofilm olusumuna bagl olarak gozlenen renk degisimleri
goriilmektedir. Sag iistte kuyucuklarda koyu mavi tonlart yiiksek, sol boliimdeki agik

mavi-seffaf renkler ise zayif biyofilm olusumundan kaynaklanmaktadir.

T f\/“(’\ o228
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Resim 4.4. Mikroplak okuyucuda okunmaya hazir bir mikroplak

Bu yonteme gore E. faecalis ATCC 29212, S. aureus EB1 ve E. coli ATCC 11229
suslarinda gii¢lii biyofilm kapasitelerinin oldugu tespit edilmistir. Mikroplak yonteminden
elde edilen sonuglara gore, secilen suslarin biyofilm yapma kapasitesi Kongo red yontemi

ile birbirini dogrulamistir.
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4.7. Antibiyofilm Etkinin Belirlenmesi

KC27L, KC66L, KC76L ve KC21L bakteri siispansiyonlari, kiiltiir filtratlari, 0,5-1 mg/mL
I-EPS’leri, bakteri+0,5-1 mg/mL 1-EPS’leri ve ticari prebiyotik olan iniilinin (0,5-1
mg/mL) giiclii biyofilm yapma kapasitesine sahip olan Escherichia coli ATCC 11229,
Enterococcus feacalis 29212 ve Staphylococcus aureus EB1 iizerine antibiyofilm etkileri

mikroplak yontemine gore belirlenmistir.

Antibiyofilm ¢alismasinda mikroplak yontemine gore giiclii biyofilm kapasitesi gosteren 3
bakteri (E. faecalis ATCC 29212, S. aureus EBI1, E. coli ATCC 11229) test bakterisi
olarak kullanilmigtir. Antibiyofilm madde olarak, EPS {iretim kapasitesi yliksek olan 2
sustan (L. salivarius KC66L ve L. salivarius KC27L) elde edilen kiiltiir filtratlar1 %20
oranlarinda ve bu kiiltlirlerden izole edilen liyofilize EPS’lerin 0,5 ve 1 mg/mL
konsatrasyonlar1 3.2.6’da anlatildig1 gibi uygulanmistir. Biyofilm inhibisyonu, mikroplak
okuyucuda okunan OD degerlerinin Es 3.1’de verilen formiile uygulanmasiyla

hesaplanmustir.

Bakteri stispansiyonlarinda, L. salivarius KC66L nin %70 ile S. aureus EB1 bakterisinin

olusturdugu biyofilmi en yiiksek oranda engelledigi, en diisik ise %28 oraninda L.

salivarius KC27L’nin engelledigi goézlenmistir. Kiiltiir filtratlarinin antibiyofilm etkileri
degerlendirildiginde; L. salivarius KC76L susuna ait kiiltiir filtratinin E. faecalis ATCC
29212 susunun biyofilm olusumunu en yliksek oranda (%82) engelledigi, L. reuteri
KC21L susuna ait kiiltiir filtratinin ise E. coli ATCC 11229 susunun biyofilm olusumunu
en diisiik oranda (%41) engelledigi goriilmiistiir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Bakteri slispansiyonlariin ve kiiltiir filtratlarinin % biyofilm inhibisyonu

% Biyofilm inhibisyonu
Test Kiltiir filtratt Bakteri siispansiyonu
Bakterisi | KC66L | KC27L | KC2IL | KC76L | KC66L | KC27L | KC2IL | KC76L
5 g‘;f”s 7443 7244 7043 78+1 70+1 28+4 36+4 28+1
E. coli 7342 7542 4142 76+4 69+3 4742 6243 5444

ATCC 11229 = = = = = = = =

E. faecalis
AT 20015 | T1E4 7441 4243 8243 56+1 46+1 4845 4242
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Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde, E. faecalis ATCC 29212, S. aureus EB1 ve E.
coli ATCC 11229 bakterilerinin olusturdugu biyofilmi, denenen 4 bakteriye ait bakteri
siispansiyonun %28-70, kiiltiir filtratlarinin ise %41-82 arasinda degisen oranlarda

engellemistir.

0,5 mg/mL 1-EPS’ler %22-79, 1 mg/mL I-EPS’ler ise %354-87 oraninda denenen test
bakterilerinin biyofilm olusumunu engellemistir. 4 bakteriye ait liyofilize EPS’lerde,
biyofilm inhibisyonunda 1 mg/mL konsantrasyonu 0,5 mg/mL’ye gore daha etkili
olmustur. Her iki konsantrasyonda da en yiiksek antibiyofilm etkiyi L. salivarius
KC27L’nin E. coli ATCC 11229 iizerine yaptig1 (sirastyla %79 ve %87 inhibisyon), en
diistik etkiyi ise L. reuteri KC21L nin E. coli ATCC 11229 {izerine yaptig1 (sirastyla, %22
ve %54 inhibisyon) goriilmistiir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. 0,5 ve 1 mg/mL I-EPS’lerin % biyofilm inhibisyonu

% Biyofilm inhibisyonu
I-EPS (0,5 mg/mL) I-EPS (1 mg/mL)
Test

Bakterisi

KC66L | KC27L | KC21L | KC76L | KC66L | KC27L | KC2IL | KC76L

5 g‘;f“s 56+3 67+5 5243 7143 691 765 5541 821
E. coli ATCC

‘7‘1’11229 61+4 | 79t4 2241 73+5 7242 8742 5443 | 794
E. faecalis

+ 6612 + + t + * t

ATCC 20010 | 49%3 39+4 67+4 57+5 82+1 67+3 | 81kl

Bakteri+0,5 ve 1 mg/mL I-EPS ¢alismasinda da en yiiksek antibiyofilm etkiyi L. salivarius
KC27L’nin E. coli ATCC 11229 fizerine yaptig1 (%80-83) belirlenmistir. En diislik
antibiyofilm etkiyi ise bakteri+0,5 mg/mL 1-EPS’de L. reuteri KC21L nin, E. faecalis
ATCC 29212 iizerine %14 oraninda, bakteri+1 mg/mL 1-EPS’de ise L. reuteri KC21L nin
E. coli ATCC 11229 iizerine %27 oraninda yaptig1 tespit edilmistir (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10. Bakteri+1-EPS (0,5- 1 mg/mL) % biyofilm inhibisyonu

% Biyofilm inhibisyonu

Test Bakteri+I-EPS (0,5 mg/mL) Bakteri+I-EPS (1 mg/mL)
Bakterisi | KC66L | KC27L | KC21L | KC76L | KC66L | KC27L | KC2IL | KC76L
S BBl 62+1 | 68+4 | 5445 5345 7745 | 7145 57+5 67+3
Beoll A0CC| saza | sox1 | 2123 | 7851 | sex2 | 320 2743 84:4
Efaccalis "1 3iq | 5745 | 1414 782 5244 | 665 28+4 682
ATCC 29212

Ticari bir prebiyotik olarak kullanilan iniilin, 0,5 mg/mL konsantrasyonlarinda %51-68
arasinda degisen oranlarda, 1 mg/mL konsantrasyonlarinda ise %59-72 arasinda degisen
oranlarda test edilen bakterilerin biyofilm olusumunu engellemistir. Her iki
konsantrasyonda en diigiik etkinin E. faecalis ATCC 29212 iizerine oldugu goriilmiistiir
(Cizelge 4.11). Iniilin ve 1-EPS’lerin her iki konsantrasyonu karsilastirildiginda, L.
salivarius KC27L susunun 0,5-1 mg/mL 1-EPS’lerinin kullanilan test bakterileri {izerinde
iniilinden daha ytiksek antibiyofilm etki gosterdigi belirlenmistir. L. salivarius KC66L, L.
salivarius KC76L ve L. reuteri KC21L suslarinda ise antibiyofilm etkinin birbirine yakin

degerler oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.11. 0,5 ve 1 mg/L iniilinin % biyofilm inhibisyonu

% Biyofilm Inhibisyonu
Test Bakterisi Iniilin (0,5 mg/mL) Iniilin (1 mg/mL)
S. aureus EB1 53tl 6714
E. coli ATCC 11229 6814 7243
E. faecalis ATCC 29212 S1£5 59+6

Tiim sonuclar degerlendirildiginde, liyofilize EPS’lerin; bakteri siispansiyonlari, kiiltiir
filtratlari, bakteri+l-EPS’lerden daha yiiksek bir antibiyofilm aktivitesi oldugu

belirlenmistir.
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4.8. Antioksidan Aktivite

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikalini giderme etkisi

KC27L, KC66L, KC76L ve KC21L suslarinin bakteri siispansiyonlari, kiiltiir filtratlari,
0,5-1 mg/mL 1-EPS’leri, bakteri+0,5-1 mg/mL |-EPS’lerinin spektrofotometrik metot
kullanilarak radikal siipliriicii aktivitesi tespit edilmistir. Sonuglar Cizelge 4.12°de
verilmigtir. Tim sonuglar degerlendirildiginde, en yiiksek radikal siipiiriicii aktivite L.

reuteri KC21L susunun 1 mg/mL 1-EPS konsantrasyonunda (%84,9) (Resim 4.5), en diisiik

aktivite ise L. salivarius KC76L bakteri siispansiyonunda (%22,1) goriilmistiir.

Cizelge 4.12. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikalini giderme etkisi (%)

Test edilen Bakteri Kiltiir | 0,5 mg/mL 1 mg/mL Bakteri+0,5 Bakteri+ 1
sus siispansiyonu | Filtrati 1-EPS I-EPS mg/mL 1-EPS | mg/mL I-EPS
KC66L 67,0+2,6 74,3+0,5 | 73,8+1,1 83,3+3,1 80,4+1.,4 83,7+0,6
KC27L 48,1+4,1 75,741,0 | 73,4£1,9 79,6+4,7 80,9+0,8 83,6+4,3
KC21L 41,6+0,7 75,6£1,4 | 75,3%1,2 84,9+0,6 81,7+0,5 82,7+0,7
KC76L 22,1+4,7 74,4425 | 63,2+4,6 68,2+1,2 73,0£1,2 74,0+3,5

Resim 4.5. DPPH radikali giderim etkisi (Ornek: KC21L bakteri siispansiyonu, Kontrol:
DPPH ¢ozeltisi ve PBS)

KC27L, KC66L, KC76L ve KC21L suslarinda bakteri siispansiyonu ve kiiltiir filtrati
karsilastirildiginda, bakteri siispansiyonlarimin  DPPH giderim aktivitesinin  kiiltiir
filtratlarindan daha zayif oldugu goriilmiistiir. I-EPS’de en diisik DPPH giderim
aktivitesinin, L. salivarius KC76L susuna ait 0,5 mg/mL 1-EPS’de (%063,2) oldugu
belirlenmistir. 0,5 mg/mL ile 1 mg/mL 1-EPS’ler kiyaslandiginda ise, tiim suslarin 1
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mg/mL I-EPS’lerinin DPPH giderim aktivitesinin 0,5 mg/mL 1-EPS’lere gore daha yiiksek
oldugu ve 1-EPS’lere bakteri slispansiyonu eklendiginde DPPH radikali giderme etkisinin
arttig1 gézlenmistir (Cizelge 4.10).

Ticari prebiyotik olan iniilinin 0,5 mg/mL konsantrasyonunda DPPH radikalini giderme
etkisi olmadigi tespit edilirken, 1 mg/mL iniilinin 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)
radikalini giderme etkisinin %73,2 oldugu belirlenmis ve suslarm 0,5-1 mg/mL I-

EPS’lerinin giderim etkisiyle yakin oldugu goriilmiistiir.

Demir (Fe*?) iyonu selatlama aktivitesinin belirlenmesi

Metod, Fe*? iyonlarin1 baglamak iizere, giiclii bir demir selatlayici olan ferrozin reaktifi ile
ortamda bulunan metal baglayici bilesiklerin yarismasina dayanir. Ferrozin, ferr6z iyonlar
gibi +2 degerlikli metal iyonlar1 ile kompleks olusturmaktadir. Olusan renkli ferrozin-
metal kompleksi ise 562 nanometrede maksimum absorbans sergilemektedir. Metal
selatlayici ajanlarin (antioksidan madde) varliginda, selatlama giicii yliksekse kirmizi
renkli Fe*?/ferrozin kompleksinin olusumu engellenir ve meydana gelen mor renkte acilma
gerceklesir. Dolayistyla 562 nanometre absorbansta meydana gelen azalma yani renkteki

acilma metal selasyonunun gostergesi olarak kabul edilmektedir.

KC27L, KC66L, KC76L ve KC21L suslarinin bakteri siispansiyonlari, kiiltiir filtratlari, 1-
EPS’leri, bakteri+l-EPS’lerinin farkli yiizdelerde gosterdigi Fe*? iyonu selatlama aktivitesi
sonuglar1 Cizelge 4.13’de verilmistir. Calismada bakterilerin metal (Fe') selatlama
aktiviteleri %12,5 ile %76,3 arasinda degisirken, en yiiksek aktiviteyi L. reuteri KC21L

susuna ait bakteri siispansiyonu+1 mg/mL I-EPS (%76,3) gostermistir.

Cizelge 4.13. Suslarin % Fe*? iyonu selatlama yetenegi (%)

Test edilen Bakteri Kiltir | 0,5 mg/mL 1 mg/mL Bakteri+0,5 Bakteri+ 1
sus stispansiyonu | Filtrati 1-EPS 1-EPS mg/mL 1-EPS | mg/mL I-EPS
KCo66L 15,8+1,0 14,2+0,3 14,5+1,7 24,7+2.,0 20,5+0,9 22,7+0,3
KC27L 28,0+0,3 19,3+0,0 | 18,6+3,0 24,9+1,2 23,3+0,4 32,3420
KC21L 66,0+1,2 13,7+0,0 | 15,2+0,3 20,9+0,0 67,1+0,4 76,3+0,2
KC76L 37,0+0,4 12,5+1,8 | 21,8404 24,6+2,0 19,9+1,4 30,9+4,3
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KC27L, KC66L, KC76L ve KC2IL suslarinin bakteri siispansiyonlart %15,8-66,0
arasinda, kiiltiir filtratlar1 ise %12,5-19,3 arasinda degisen degerlerde Fe' iyonu selatlama
aktivite gostermistir. 0,5 mg/mL ile 1 mg/mL 1-EPS’leri kiyaslandiginda, tiim suslarin 1
mg/mL 1-EPS’lerinin Fe iyonu selatlama aktivitesinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
En yiiksek I-EPS Fe*? iyonu selatlama aktivitesinin L. salivarius KC66L’ye ait 1 mg/mL I-
EPS’de oldugu belirlenmistir. Suglarda bakteri silispansiyonu ve 1-EPS tek baslarina
kullanildiginda Fe*? iyonu selatlama aktivitesinin zayif oldugu, bakteri+1-EPS’lerin birlikte

oldugunda daha yiiksek Fe*? iyonu selatlama aktivitesinin sagladig1 goriilmiistiir.

Ticari prebiyotik olan iniilinin 0,5 mg/mL konsantrasyonunda Fe'? iyonu selatlama
yeteneginin olmadig: tespit edilirken, 1 mg/mL iniilinin Fe*? iyonu selatlama yeteneginin
%23,2 oldugu belirlenmistir. Genel degerlendirme yapildiginda, en yiiksek selatlama
yeteginin KC21L susuna ait bakteri silispansiyonuna ait oldugu, tim bakterilere ait I-

EPS’lerin ve iniilinin birbirlerine yakin selatlama yeteneginde olduklar1 goriilmiistiir.

Siperoksit anyon radikali stipiiriicti aktivitesi

Stiperoksit radikali (O27) hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (O2) bir
elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. KC27L, KC66L, KC76L ve KC21L suslarinin
bakteri slispansiyonlari, kiiltiir filtratlari, farkli konsantrasyonlarda I-EPS’leri, bakteri+l-
EPS’lerinin hepsi farkli oranlarda siiperoksit radikal stipiiriicii aktivitesi gostermistir

(Cizelge 4.12).

Suslar arasindaki siipiiriicii aktivite kiyaslandiginda; en yiiksek aktiviteyi L. salivarius

KC27L bakteri siispansiyonu (%73,2), en diisiik aktiviteyi L. salivarius KC76L kiiltiir
filtrat1 (%17,6) gostermistir. KC27L, KC66L, KC76L ve KC21L suslarinin 0,5 mg/mL ile
1 mg/mL I-EPS’leri kiyaslandiginda, tiim suglarin 1 mg/mL 1-EPS’lerinin siiperoksit anyon
radikali siipiiriicii aktivitesinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Siiperoksit anyon radikali
stipiiriicii aktivitesinin L. salivarius KC27L susuna ait 1 mg/mL 1-EPS’de %61,6, bakteri+1
mg/mL I-EPS’de ise %65,4 oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.14).
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Cizelge 4.14.

Stiperoksit anyon radikali siiptiriicii aktivitesi (%)

Test edilen Bakteri Kiltir | 0,5 mg/mL | 1 mg/mL Bakteri+0,5 Bakteri+ 1
sus stispansiyonu | Filtrati I-EPS 1-EPS mg/mL 1-EPS mg/mL 1-EPS
KCo66L 66,743 57,2+¢1,4 | 20,0£1,6 31,1+0,4 45,2425 51,3+2,1
KC27L 73,24+0,4 61,3+1,9 | 44,8425 61,643,3 54,1£2,6 65,4423
KC21L 32,843,1 254433 | 28,9431 48,2+1,4 27,4+0,6 33,943,2
KC76L 22,2442 17,6£2,2 | 23,2444 34,24+0,6 21,142,5 24,8430

Ticari prebiyotik olan iniilinin 0,5 mg/mL konsantrasyonunda siiperoksit anyon radikali
stipiiricii aktivitesinin olmadig1 tespit edilirken, 1 mg/mL iniilinin sliperoksit anyon

radikali siipiiriicti aktivitesinin %32,3 oldugu goriilmiistiir.
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5. TARTISMA

Hayvan yemlerinde, biiyiime arttirict olarak kullanilan antibiyotikler yasaklanmis ve
giinimiizde antibiyotik yerine alternatif katki maddeleri kullanma olasilig1
arastirtlmaktadir. Son yillarda, diinya capinda, saglig1 gelistirme ve hastaliklarin 6nlenmesi
icin probiyotik bakterilerin kullanimina olan ilgi, bilimsel topluluk, tiiketici ve gida
ireticilerinde  onemli  Olglide  artmustir. Bu  ilgi, uygun Ozelliklere sahip
mikroorganizmalarin hedeflenen kullaniminin hayvan ve insan sagligi lizerinde yararli bir

etkiye sahip olabilecegi bilgisine dayanmaktadir (Bujnakova, Strakova ve Kmet, 2014).

Laktik asit bakterileri (LAB), karbonhidrat fermantasyonunun baslica metabolik son {iriinii
olan laktik asitle spor yapmayan, katalaz-negatif, Gram-pozitif, cubuk seklinde,
aerotolerant organizmalardir (Holzapfel, Haberer, Geisen, Bjorkroth ve Schillinger, 2001).
Bu grup Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus ve Weissella
cinslerini i¢germektedir (Ahmed, 2003; Hernandeza ve digerleri, 2016). LAB arasinda en
yaygin olarak kullanilan probiyotik bakteri suslart Lactobacillus, Lactococcus ve

Enterococcus cinsine ait olanlardir (Bujnakova, Strakova ve Kmet, 2014).

Probiyotikler, bagirsak mikrobiyal dengesini gelistirerek konak¢iyr yararli bigimde
etkileyen canli mikrobik yem takviyeleri olarak tanimlanmistir (Fuller, 1989; Awad,
Ghareeb ve Bo, 2010). Probiyotik yem takviyesi, biiyiime, yem verimliligi ve bagirsak
saghigini iyilestirir. Bu iyilesme bagirsak pH’si, bagirsak bakteri bilesimi ve sindirim
aktivitesinin azaltilmasiyla elde edilir. Probiyotiklerin etki mekanizmalari, endojen
enzimlerin uyarilmasini, toksik maddeler iireten metabolik reaksiyonlarin azaltilmasini,
vitamin veya antimikrobiyal maddelerin tiretimini igerir (Hassanein ve Soliman, 2010;
Mehdi ve digerleri, 2018). Probiyotiklerin kolesterol diistiriicii etkileri agisindan kolesterol
sentezinde azalma veya kolesteroliin degradasyon ve atiliminda artisa dayanan cesitli
mekanizmalar Onerilmistir (Fukushima ve Nakano, 1995). Ayrica, safra tuzu hidrolaz
(BSH) aktivitesine sahip bazi probiyotik suslarin safra tuzlarinin dekonjugasyonu yoluyla

serum kolesterolii azaltabildigi de bildirilmistir (Shokryazdan ve digerleri, 2017).


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1439-0396.2009.00933.x/full#b17
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/feed-supplementation
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405654517302512?via%3Dihub#bib54
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405654517302512?via%3Dihub#bib54
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Probiyotik bakteriler, toksinlerin iiretimini ve patojenlerin yapismalarini engelleyen
bakteriyosinler gibi antimikrobiyal aktiviteleri olan molekiiller tiretirler (Pan ve Yu, 2014).
Diger taraftan, probiyotikler bagisiklik tepkisini uyarir ve bakterilerin kolonizasyonuna

kars1 direncini artirmaktadirlar (Mehdi ve digerleri, 2018).

Kanatlhlar i¢in yem katki maddesi olarak secilmis Lactobacillus suslarinin kullanilmasi,
Salmonella, C. perfringens, E. coli, Campylobacter sp. gibi intestinal patojenlerin neden
oldugu enfeksiyonlar1 azaltabilir. Probiyotiklerin uygulanmasi, patojenik bakterilerin
bagirsak epitelini kolonize etmesini, i¢ organlara ve yumurtalara ge¢mesini onler (Dec ve
digerleri, 2016). Bu, bagirsak epitelyal duvarinda besin ve baglanma alanlari veya
probiyotik suslar ile antimikrobiyal maddelerin iiretimi veya her iki eylemin sinerjisi ile
rekabet ederek rekabetten diglanmaya bagli olabilir (Fuller, 1989). Sonu¢ olarak,
probiyotik suslar GiS’de yararli bir mikrobiyal denge saglayarak bagirsak sagligmin
korunmasina yardimer olabilir ve azaltilmis sindirim bozukluklarina sahip saglikli ve iyi
isleyen bir bagirsak, yemlerin daha iyi kullanimini ve doniisiimiinii saglar, bu da gelismis
bliyiime ve canlilik ile sonuglanir (Shokryazdan ve digerleri, 2017). Bagirsaktaki
istenmeyen mikrobiyotanin ve diger yararli aktivitenin ortadan kaldirilmasiyla, secilen
Lactobacillus suslart tavuklarda kilo alimimi ve yumurta iiretimini artirabilir. Probiyotik
laktobasiller, hayvanlar1 bagirsak patojenlerinden; organik asitler, hidrojen peroksit,
bakteriyosinler ve karbon peroksit gibi inhibe edici maddelerin iiretimi, bagirsak epitelyal
yiizeyleri lizerinde yapisma bolgelerinin bloke edilmesi, besinler igin rekabet ve
bagisikligin uyarilmasi gibi ¢esitli olas1 mekanizmalarla koruyabilir (Lebeer, Vanderleyden

ve Keersmaecker, 2008; Dec ve digerleri, 2016).

Prebiyotikler, bagirsakta bakteri biiylimesini ve aktivitesini uyaran fermantasyon
ozellikleri nedeniyle sagliga yararli olabilecek potansiyel olarak sindirilemeyen yem
bilesenleridir (Gibson ve Roberfroid, 1995). Genellikle kisa zincirli polisakkaritler ve
oligosakkaritler icerirler. Maya hiicre duvarlarindan ve fermantasyon iiriinlerinden gesitli
prebiyotikler iiretilebilir. Prebiyotikler konuk¢u tarafindan sindirilemezler fakat komensal
bagirsak bakterileri onlar1 propiyonat, asetat ve biitirat gibi kisa zincirli yag asitleri
iretmek i¢cin metabolize edebilirler (Jozefiak, Kaczmarek ve Rutkowski, 2008).
Prebiyotiklerin, bagirsaktaki yararli mikrobiyotalarinin gelismesini saglayan, sindirimin
diizenli ve saglikli bir sekilde gerceklestirilmesi icin olumlu etkide bulunan, vitamin

sentezi ve mineral (Ca, P, Mg, Cu, Zn, K ve Mn gibi) emilimini arttiran, kolon kanserini


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405654517302512?via%3Dihub#bib96
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405654517302512?via%3Dihub#bib48
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/oligosaccharide
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/commensalism
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/short-chain-fatty-acid
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405654517302512?via%3Dihub#bib63
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engelleyen, kan kolesteroliinii azaltan ve bagisiklik sisteminin gii¢lendirilmesinde etkili
olan katki maddeleri oldugu ileri siiriilmektedir. Prebiyotik olarak nitelendirilen katkilar;
mannan-oligosakkaritler =~ (MOS),  frukto-oligosakkaritler =~ (FOS),  alfa-galakto-
oligosakkaritler (a-GOS), galaktosil-laktoz, iniilin, enzimatik olarak hidrolize edilmis
iniilin (oligofruktoz) ve sentetik fruktoz gibi bilesiklerdir (Endo, Nakamura, Konishi,
Nakagawa ve Tochio, 2016). Prebiyotik bilesenler kanatli iiretkenligi {izerinde olumlu
etkilere sahip olup aymi zamanda saglikli bir bagirsak sistemine katkida bulunarak

antibiyotiklere iyi bir alternatif olabilirler (Zhang ve digerleri, 2005).

Probiyotiklerin ve prebiyotiklerin tavuk gastrointestinal sistemindeki yararlarindan yola
cikarak, laktik asit bakterilerinin ve laktik asit bakterilerinden elde edilen
ekzopolisakkaritlerinin (1-EPS) prebiyotik 6zelliklerinin belirlenebilmesi amaciyla, bu tez
calismasinda, Ankara iline bagli 7 ilceden temin edilen 7 farkli tavuk diskisindan 26
Lactobacillus ve 18 Streptococcus cinsi bakterileri izole edilmistir. izole edilen bakterilerin
ekzopolisakkaritler (EPS) iirettim yetenekleri belirlenmis ve bunlar arasindan yiiksek ve
diisitk EPS iiretim kapasitesine sahip izolatlar secilerek liyofilize EPS (I-EPS)’leri elde
edilmistir. Molekiiler olarak tanimlanan 4 susa ait, bakteri stispansiyonlari, kiiltiir filtratlari,
bakterilerden elde edilen 0,5 vel mg/mL 1-EPS’ler, bakteri+0,5 vel mg/mL 1-EPS’lerinin
ve ticari bir prebiyotik olan iniilinin (0,5 ve 1 mg/mL) antimikrobiyal, antibiyofilm ve

antioksidan aktiviteleri tespit edilmistir.

Tez calismasinda, EPS iiretimi fenol-siilfirik asit deneyi ile yapilarak, EPS iiretim
kapasitesi Streptococcus 1zolatlarinda 52-327 mg/L arasinda tespit edilirken, Lactobacillus
izolatlarinda 8-353 mg/L arasinda belirlenmistir. Tez c¢alismasinin bundan sonraki
asamalarinda EPS iiretim kapasitesi en yiiksek 2 izolat (KC66L ve KC27L) ve EPS iiretim
kapasitesi en diisiik 2 izolat (KC21L ve KC76L) ve bu izolatlardan elde edilen liyofilize
EPS’ler ile devam edilmistir. Bu 4 izolatin tiir diizeyinde tanimlamalar1 16S rRNA analizi
ile gergeklestirilmistir. Liyofilizasyon sonrasinda EPS miktarlarinda herhangi bir degisiklik
olup olmadiginmi belirlemek amaciyla, fenol-siilfirik asit metodu ile 1-EPS’ler de miktar
tayini yapilmistir. Sonuclara gore, en yiiksek EPS iiretimine sahip Lactobacillus salivarius
KC27L susundan elde edilen 1-EPS’nin miktar1 37644 mg/L; en diisiik EPS {iretim
yetenegine sahip Lactobacillus reuteri KC21L susundan elde edilen 1-EPS’nin miktar1 ise
13042 mg/L olarak belirlenmistir. Suslarin liyofilizasyon sonras1 EPS miktarlari, KC66L

susu harig, kiiltiir ortaminda belirlenen EPS miktarindan daha fazla bulunmustur. Bunun


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20AW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16050118
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20AW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16050118

56

nedeninin, liyofilizasyon isleminde yiiksek hacimde gelistirilen kiiltiirlerden yiiksek
hacimde EPS’nin  kismi olarak saflagtinlmasindan  kaynaklanmig olabilecegi

distinilmiistiir.

Wang ve digerleri (2010), Tibet kefirinden izole edilen L. plantarum KF5 susuna ait EPS
miktarinin 75,57 ile 95,58 mg/L arasinda, Zotta ve digerleri (2008) ise L. plantarum ve L.
paraplantarum suglarinin Urettigi EPS miktarinin  140-297 mg/L arasinda degistigini
bildirmislerdir. Sarikaya ve digerleri (2017), ¢ocuk diskilarindan ve siit iirlinlerinden izole
edilen laktik asit bakteri suslarinda 255-320 mg/L. ekzopolisakkarit {iretimi oldugunu rapor
etmislerdir. Mercan ve digerleri (2015), tavuk diskisindan izole ettikleri Lactobacillus
salivarius suslarinda EPS tiretimini arastirmislar ve suslar arasinda EPS iiretiminde énemli
degisiklikler —gosterdigini  belirtmislerdir. Calismada E2 susunda (430 mg/L)
dekstransiikraz geninin saptanmasiyla E4 susundan (290 mg/L) yaklasik %35 daha fazla
EPS drettigi bildirilmis ve EPS iiretimi kapasitesinin dekstransiikraz geni ile
iliskilendirmislerdir. EPS tiretim miktarlari, izolasyon kaynagi, ortamin bilesimi (karbon ve
azot kaynaklar1) ve inkiibasyon kosullar1 (sicaklik, pH, siire, oksijen oran1 vb.) gibi bakteri
biiyiimesi i¢in gerekli fiziko-kimyasal kosullara iligkili oldugundan (Looijesteijn ve
digerleri, 1999; Tallon, Bressollier ve Urdaci, 2003; Badel, Bernardi ve Michaud, 2011)
bakterilerdeki ekzopolisakkarit tiretim sonuglarinin farkliligi bu faktorlerin degisimiyle

baglantili olabilir.

Karbonhidratlar ekstraseliiler EPS’nin ana bilesenleridir ve mikrobiyal ekzojen sekresyon,
notr karbonhidratlar (esas olarak heksoz, nadiren pentoz) ve tronik asitler (glukuronik,
galakturonik ve mannuronik asit gibi) igermektedirler. Urojen asitlerin veya asetat ester,
piriivat ketaller, formatlar, siiksinatlar ve inorganiklerin (fosfat ve siilfat) varligi, EPS
makromolekiillerinin yapisina (nétr, anyonik veya katyonik) karar vermektedir.
Ekzopolisakkaritler, homopolisakkarit ve heteropolisakkarit olarak ikiye ayrilirlar.
Homopolisakkaritler genellikle nétr olup, tek bir monosakkarit tipinden olugsmaktadirlar
(Pal ve Paul, 2008; Vu, Chen, Crawford ve Ivanova, 2009). Mikroorganizmalar tarafindan
iretilen homopolisakkaritlere 6rnek olarak dekstran ve selilloz  verilebilir.
Heteropolisakkaritler ise tekrarlanan monosakkarit birimleri (Ornegin, D-glikoz, D-
galaktoz, L-fruktoz, L-ramnoz, D-glukuronik asit, L-guluronik asit ve D-mannuronik asit)
tarafindan olusturulur (6rnegin, aljinat, ksantan zamki, gellan zamki, K30-antijen ve

hiyaliironik asit) (More, Yadav, Yan, Tyagi ve Surampalli, 2014) ve Ilaktik asit


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Badel%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20807563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Michaud%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20807563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vu%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19633622
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vu%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19633622
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=More%20TT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24907407
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=More%20TT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24907407
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yan%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24907407
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yan%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24907407
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bakterilerinin tarafindan iiretilen ekzopolisakkaritler heteropolisakkarit yapidadir (Miao ve
digerleri, 2014). Jolly ve digerleri (2002), seker bilesiminin, zincir uzunlugunun, seker
baglantilarinin ve tekrarlanan {initelerin EPS’nin biyolojik ve teknolojik 06zelliklerini
etkiledigini bildirmislerdir. Ekzopolisakkaritlerin potansiyel uygulamalarini anlayabilmek

acisindan EPS’nin kimyasal karakterizasyonu 6nem kazanmaktadir.

Tez calismasinda, en yiiksek EPS iiretim yetegine sahip L. salivarius KC27L susundan
izole edilen 1-EPS’nin molekiil karakterizasyonu yapilmistir. KC27L susundan izole edilen
I-EPS’nin HPLC analizi ile yapidaki monosakkaritler belirlenmistir. HPLC analizi sonucu
I-EPS’nin glikoz (%52,99), mannoz (%13,81), sukroz (%18,51) ve arabinoz (%14,67)
monomerlerinden olustugu tespit edilmistir. Sasikumar ve digerleri (2017), L. plantarum
BR2 susuna ait EPS’nin glikoz ve mannoz seker kalintilarindan olusan bir
heteropolisakkarit oldugunu, Wang ve digerleri (2014), L. plantarum 70810 susuna ait
EPS’nin galaktozdan olustugunu, Xu ve digerleri (2010) ise, L. plantarum KF5 ait EPS’nin
mannoz, glikoz ve galaktozdan olustugunu bildirmislerdir. Dertli ve digerleri (2018),
Lactobacillus brevis E25 susuna ait EPS’nin yapisinin tek seker monomeri olarak glikoz
icerdigini ortaya ¢ikarmislardir. Rani ve digerleri (2018), tavuktan izole edilen
Lactobacillus  gasseri FR4 susuna ait hidrolize EPS’in GC analizi ile
heteroekzopolisakkarit yapida oldugunu dogrulamislar ve glikoz (%65,31), mannoz
(%16,51), galaktoz (%8.,45), fukoz (%6,55) ve ramnoz (%3,18) varligin1 ortaya

cikarmiglardir. Bu ¢aligmalar, bizim ¢alismamizi destekler niteliktedir.

'H-NMR analizi ile KC27L susuna ait 1-EPS’nin bag yapilar1 belirlenmis ve 1-EPS’nin
yapisinda bulunan glikoz ve arabinoz miktarlari 'H-NMR’da anlamli pikler verecek
oranlarda bulunmustur. KC27L ye ait 1-EPS’de '"H-NMR’da arabinoza, a-glikoza ve p-D-
glikoza ait pikler oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar HPLC analizinde belirlenen
sekerleri desteklemektedir. Ancak, HPLC analizinde belirlenen mannoz ve sukroz
sekerlerine ait sinyaller su pikinin altinda kaldig1 i¢in gozlenememistir. Dertli ve digerleri
(2018), Lactobacillus brevis E25 susuna ait EPS’nin NMR ve metilasyon analizi ile yapisal
karakterizasyonunda, EPS’nin a (1 — 3) ve a (1 — 6) glikozidik baglar1 olan yiiksek
Ol¢iide dallanmis a -glukan iirettigini ve daha once bildirilen Lactobacillus reuteri 180’den
elde edilen EPS’ye benzer bir yapiya sahip oldugunu ortaya ¢ikarmislardir. Lactobacillus
plantarum BR2 susuna ait EPS’nin '"H-NMR spektrumunda, EPS’nin anomerik protonlari,

5,3 ve 4,5 ppm arasinda sinyal vererek kompleks karbonhidrat yapilarinin ayirt edildigi bir
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calismada, o-(1 — 3)’lin glikozidik baglantisinin anomerik protonu, 5,308 ppm’de bir
kimyasal kayma ile gosterilmistir. Spektrumda 4,5 ve 3,1 ppm arasinda elde edilen
sinyallerin C-2 ve C-6’ya bagli protonlardan kaynaklandigi, 69,46 ve 73,22 ppm’deki
spektrumdaki giiclii sinyalin ise a-D-mannozun C-4 ve C-5’ine karsilik geldigini
bildirmislerdir. HPLC ile yapilan seker bilesimi analizi, EPS’nin L. plantarum BR2’nin
glikoz ve mannoz seker kalintilarindan olusan bir heteropolisakkarit oldugunu gdstermistir
(Sasikumar, Kozhummal, Vaikkath, Devendra ve Nampoothiri, 2017). Tez calismasinda

elde ettigimiz bulgularin mevcut literatiir bulgular1 ile uyumlu oldugu goriilmektedir.

Lactobacillus salivarius KC27L susundan elde edilen 1-EPS’nin ortalama mol kiitlesini
(Mw) belirlenmek amaciyla, biiytikliikce ayirma kromatografisi (SEC) analizi yapilmugtir.
L. salivarius KC27L susuna ait 1-EPS’nin iki fraksiyon olusturdugu ve bu fraksiyonlarin
1,6x10° ila 6,4 x10* Da molekiiler agirhiginda oldugu belirlenmistir. Li ve digerleri (2014),
L. helveticus MB2-1 susuna ait EPS-1, EPS-2 ve EPS-3’nin ortalama molekiil
agirhiklarinin sirastyla, 2,08x10%, 2,04x10° ve 2,01x10° Da oldugunu, Rani ve digerleri
(2018) ise Lactobacillus gasseri FR4 susuna ait EPS’nin molekiiler agirliginin 1,86x10°
Da oldugunu bildirmislerdir. L. rhamnosus KL37B ile sentezlenen EPS’lerde farkl
boyutlarda birden fazla kromatografik pikin eszamanli olarak ortaya ¢iktigi Gorska-
Fragzek ve digerleri (2013) tarafindan rapor edilmistir. Laktik asit bakterileri tarafindan
iiretilen EPS’lerin molekiil agirliklarmin 10* ila 10° Da arasinda degistigi ayn1 zamanda,
belirli bir sus tarafindan sentezlenen polimerlerdeki farkli biiylikliikte birden fazla
kromatografik pikin eszamanl olusabilecegi ifade edilmektedir (Salazar ve digerleri, 2009;
Torino, Valdez ve Mozzi, 2015). Ismail ve Nampoothiri (2014), diisiik molekiil agirlikl
fraksiyonlarin, esas olarak  polisakaritte  bulunan oligomerler olabilecegini
bildirmektedirler. Literatiir verilerinde, bizim ¢alismamizda oldugu gibi EPS’lerin birden
fazla molekiill agirligina sahip fraksiyonlardan olusabilecegi vurgulanmis ve bu
fraksiyonlarin varliginin EPS’nin molekiiler yapisinin heterojen olusundan, uzun ve kisa
polimerler sentezleyebilmelerinden kaynaklanmis olabilecegi bildirilmistir (Batchelor,

Araguchi, Hull ve Hull, 1991).

Probiyotikler, patojenik bakterilerin kolonizasyonunu azaltarak hastaliga yakalanma riskini
en aza indirmek i¢in kullanilabilir. LAB’nin patojen mikroorganizmalarin inhibisyonu igin;
bagisikligin uyarilmasi, fekal mikrobiyotanin degistirilmesi, organik asitler, hidrojen

peroksit ve bakteriyosinler veya bakteriyosin benzeri maddeler gibi spesifik inhibitor
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proteinlerin iiretimi ile ¢esitli bakteriyel patojenlerin biiyiimesini engelledikleri rapor
edilmigtir (De Vuyst ve Leroy, 2007; Neal-McKinney ve digerleri, 2012; Yuksekdag,
Sahin ve Aslim, 2014).

Tez galismasinda KC27L, KC66L, KC76L ve KC21L bakterilerinden elde edilen bakteri
stispansiyonlari, kiltiir filtratlari, 0,5-1 mg/mL 1-EPS’leri, bakteri+0,5-1 mg/mL I-
EPS’lerinin Escherichia coli ATCC 11229, Enterococcus feacalis 29212, Staphylococcus
aureus EB1 test bakterileri iizerine inhibisyon etkileri agar difiizyon yontemi ile
belirlenmistir. KC27L, KC66L, KC76Lve KC21L suslarina ait bakteri siispansiyonlarinda,
0,5-1 mg/mL’lik 1-EPS, bakteri+0,5-1 mg/mL 1-EPS ve kontrol olarak kullanilan (0,5-1
mg/mL) iniilinin Escherichia coli ATCC 11229, Enterococcus feacalis 29212 ve
Staphylococcus aureus EBI1 test bakterilerine karst herhangi bir antimikrobiyal aktivite
tespit edilmezken kiiltlir filtratlarinda zon cap1 4,5 mm ile 10 mm arasinda degisen
antimikrobiyal etki belirlenmistir. Staphylococcus aureus EB1 patojeni lizerine en yiiksek
antimikrobiyal etki 10 mm zon ¢ap1 ile KC27L susunun kiiltiir filtratinda belirlenmistir.
KC21L susunun Kkiiltiir filtratinin sadece Escherichia coli ATCC 11229 {izerinde
inhibisyon zonu olusturdugu (5,5 mm), Staphylococcus aureus EB1 ve Enterococcus
feacalis 29212 tzerinde inhibisyon zonu olusturmadigi gozlenmistir. KC27L, KC66L,
KC76L ve KC2IL bakterilerinden elde edilen 1-EPS’lerin kullanildigi antimikrobiyal
denemelerinde herhangi bir sonu¢ elde edilememistir. Bunun nedeninin 1-EPS’lerin
polisakkarit yapida olmasindan ve I-EPS’lerin patojenler tarafindan karbon kaynagi olarak

tercih edilebilmesinden kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir.

Aazami ve digerleri (2014), Iran (Isfahan) yerli tavuklarindan izole ettikleri yiiksek
probiyotik potansiyeline sahip LAB suslarinin 7 farkli patojenik susa kars1 genis yelpazede
antimikrobiyal aktivite gdsterdigini belirtmislerdir. Izolatlarin antimikrobiyal aktivitesinin
P. aeruginosa, E. coli, S. mutans, C. defficile, E. hirae, S. enterica ve S. aureus’a kars1 0 ila
21 cm arasinda degistigini bildirmislerdir. Tim suslar icinde maksimum biiylime
inhibisyonunun S. enferica’ya karst oldugunu gozlemlemislerdir. Noohi ve digerleri
(2016), kiimes hayvani rektumundan ve diskilardan izole edilen Pediococcus suslarmin
Shigella flexneri, P. aeruginosa, E. coli serotipleri (EPEC, ETEC ve EAEC), S. typhi, S.
enteritidis, Klebsiella pneumonia, Proteus mirabilis, Yersinia enterocolitica, L.
monocytogenes ve S. aureus’a kars1 1 ile 5 mm arasinda degisen antimikrobiyal etkiye

sahip olduklarini raporlamislardir. Mercan ve digerleri (2015), tavuk diskisindan izole
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ettikleri Lactobacillus salivarius suslarinin tiimiinin  S. Typhimurium, E. coli, Y.
Enterocolitica ve S. aureus patojenlerine karst 5-15 mm arasinda degisen zon ¢aplarinda
inhibitor etki gosterdigini ancak E3 susunun S. Typhimurium’a kars1 en az etkili sus
oldugunu belirtmislerdir. L. salivarius suslarinin higcbiri, B. cereus’a karsi antimikrobiyal
etki gostermemistir. Aslim ve digerleri’nin (2005) yapmis olduklar1 calisma bizim
sonuclarimizi destekler niteliktedir. Bu calismada, Tiirk siit iiriinlerinden izole edilen
Lactobacillus spp.’nin tiim izolatlarindan elde edilen kiiltiir siipernatantlarinin S. aureus, E.
coli ve Y. enterocolitica bakterilerine kars1 degisen derecede inhibitor aktivite sergiledigi
(8-30 mm arasinda) bildirilmistir. Yapilan literatiir taramalar1 ve bu tez calismasindan elde
edilen sonuglar, L. salivarius tlriine ait suslarmin kiiltir filtratlarinin - patojen

mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkilerinin oldugunu gostermektedir.

Prebiyotikler, yem katki maddeleri olarak bagirsak sagligini iyilestirmek ve performansi
artirmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Prebiyotiklerin sindirim enzimlerine karsi
direng, kolonik mikrobiyotaya bagli fermantasyon ve pH diisiiriicii etkileri bulunmaktadir.
Potansiyel olarak patojenik bakterilerin, 6zellikle de Clostridium’un belirli suslarini inhibe
edebilir ve ishali 6nleyebilirler (Vrese ve Marteau, 2007; Martinez, Bedani, Marta ve Saad,
2015). Xylo-oligosakkaritler (XOS), bagirsak mikrobiyotas1 tarafindan fermente edilebilen
arabinoksilanlarin hidrolitik bozunma irilinleridir. Maesschalck ve digerleri (2015),
tavuklara XOS verilmesi durumunda yem doniisiim oranini 6nemli dlglide gelistirdigini,
ileumda villiistin uzunlugunun ve kolonda Lactobacillus miktarinda artis oldugunu
bildirmiglerdir. Dal Bello ve digerleri (2001), Lactobacillus sanfranciscensis tarafindan
tiretilen levan EPS’nin prebiyotik 6zelliklerini ¢alismislar ve EPS’nin bifidobakterilerin
sayisinin artirdigini ancak laktobasil sayisinin azalttigini bildirmiglerdir. Prebiyotiklerin
antimikrobiyal aktiviteye sahip olup olmadigina kesin olarak karar vermek i¢in daha fazla

arastirmaya ihtiyag vardir.

Patojenik bakterinin olusturdugu biyofilmler, yiizeylerde olusma ve kaliciligi nedeniyle
kronik ve tekrarlayan enfeksiyonlarda 6nemli bir etkendir. Biyopolimerlerin veya LAB’nin
EPS’lerinin, patojenik bakteriyle biyofilm olusumunu inhibe etme veya kontrol etme
yetenegine sahip oldugu bildirilmistir. Bu nedenle, caligmalarinin ¢ogu, biyofilm
olusumunu kisitlayan alternatif yolun veya patojenik bakterilerin tamamen yok edilmesinin
belirlenmesine odaklanmistir (Kim, Oh ve Kim, 2009; Kanmani ve digerleri, 2011). Bu

yaklasimlardan yola ¢ikarak tez ¢alismasinda laktobasil EPS’lerinin antibiyofilm aktivitesi
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aragtirllmistir. Tez calismasindan elde edilen sonuglara gore, bakteri silispansiyonlari
biyofilm olusumunu %28-70 oraninda, kiiltiir filtratlar1 ise biyofilm olusumunu %41-82
oraninda engellemistir. Antibiyofilm etkinin 0,5 mg/mL’lik 1-EPS’lerde %22-79, 1
mg/mL’lik I-EPS’lerde ise %54-87 oraninda oldugu tespit edilmistir. Bakteri+1-EPS ile
hazirlanan 0,5 ve 1 mg/mL konsantrasyonlarinda ise %14-84 arasinda antibiyofilm
belirlenmistir. Kontrol amaciyla kullanilan iniilinin 0,5 mg/mL konsantrasyonunda %51-

68, 1 mg/mL konsantrasyonunda ise %59-72 oraninda biyofilm olusumunu engellemistir.

Sayem ve digerleri (2011), Bacillus licheniformis SP1 ve SP3 suslarindan elde edilen
filtratlarin Escherichia coli PHL-628 iizerinde biyofilm olusumunu %350-65 oraninda
inhibe ettigini bildirmislerdir. Rani ve digerleri (2018), saflastirilmis EPS’nin antibiyofilm
aktivitesini, gida kaynakli E. coli MTCC 2622, Listeria monocytogenes MTCC 657,
Staphylococcus aureus MTCC 3160 ve Enterococcus faecalis MTCC 439 patojenleri
kullanilarak gostermiglerdir. Sonuglar, antibiyofilm aktivitesinin konsantrasyona bagl
oldugunu ve 4 mg/mL konsantrasyonunda L. monocytogenes MTCC 657’de (%56)
maksimum inhibitdr etkinin oldugunu gdstermistir. Test edilen tiim patojenler arasinda
EPS, E. faecalis MTCC 439’a (%19,2) karsi en diisiik inhibitor etki gostermistir. Bu sonug,
L. monocytogenes MTCC 657 ye karst maksimum ve E. faecalis’te en diisiik inhibisyonun
gozlendigi EPS’nin antibakteriyel etkisi ile korele bulunmus ve EPS’nin antibakteriyel
etkisinin biyofilm olusumunun 6nlenmesinden sorumlu oldugu rapor edilmistir. Bizim
calismamizda bakterilerimizden elde ettigimiz I-EPS’lerin antimikrobiyal aktivitesi tespit
edilemediginden antimikrobiyal aktivite ile antibiyofilm arasinda herhangi bir korelasyon

tespit edilememistir.

Farkli EPS orneklerinin ii¢ patojenik susa karsi antibiyofilm aktivitesinin belirlendigi bir
calismada, farkli dozlarin (1-2 mg/mL) patojenik suslarin olusturdugu biyofilmleri 6nledigi
bildirmislerdir. Antibiyofilm olusumunun, test edilen tiim EPS 6rnekleri i¢in 1 mg/mL’nin
izerinde sabit kaldigini, en yiiksek aktivitenin ise Leuconostoc citreum-BMS susuna ait, 2
mg/mL’lik EPS ile E. coli (%61,5), E. faecalis (%53,4) ve S. aureus (%76,95)’a karst
oldugu bildirilmistir. Leuconostoc pseudomesenteroides-CM EPS’si, 1 mg/mL’de E. coli
(%90) ve E. faecalis’e (%88) karst maksimum adhezyon inhibisyonu gdstermistir.
Leuconostoc citreum-BMS EPS’si ise, 1 mg/mL’de S. aureus’a kars1 en yiiksek
antibiyofilm aktivitesi gostermistir (%86,9) (Abid ve digerleri, 2018). Jiang ve digerleri
(2011), bir deniz bakterisinin iirettigi EPS A101’in, Gram-pozitif ve Gram-negatif
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bakterilerin olusturdugu biyofilmi inhibe edebildigini bildirmislerdir. Yapilan bir bagka
calismada, Lactobacillus acidophilus A4 tarafindan iiretilen 1 mg/mL EPS’nin E. coli
biyofilm olusumunu %87 oraninda azaltabildigini tespit etmislerdir. Bu azalmanin
nedeninin, bakteriyel yilizey oOzelliklerinin kismen etkilenmesiyle (ya hiicre ylizeyi
modifikasyonlarinin  zayiflatilmasiyla ya da hiicre-hiicre yiizey etkilesimlerinin
azaltilmastyla) hiicrelerin ilk baglanma ve otoagregasyonunu inhibe edilmesi ile ortaya
cikabilecegi One stiriilmistiir (Kim ve digerleri, 2009). Bu sonuglar bizim c¢aligmalarimizla

paralellik gostermektedir.

Yapilan literatiir taramalarinda bakteri+l-EPS’lerinin  antibiyofilm  &zelliklerinin
arastirtlmasina yonelik herhangi bir veriye rastlanmamistir. KC27L, KC66L, KC76L ve
KC21L bakterilerinden elde edilen 1-EPS’lerin test edilen patojenlere kars1 farkli oranlarda
antibiyofilm gdstermesi biyofilm olusturan bakterilerin biiyiimesini 6nlemek i¢in liyofilize

EPS’lerin iniiline alternatif olarak kullanilabileceklerini diisiindiirmektedir.

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), oksijen kaynakli hidroksil ve siiperoksit serbest radikalleri,
yaslanma, kanser, ateroskleroz, akciger hasari ve inflamasyon gibi bir¢ok hastaliktan
sorumlu olan yiiksek derecede reaktif molekiillerdir. Antioksidan bilesikler kronik
inflamasyon, ateroskleroz, kanser ve kardiyovaskiiler bozukluklarin kisitlanmasinda ve
tedavisinde onemli rol oynar (Liu ve digerleri, 2009). Cogu organizma antioksidan
savunma ve onarim sistemlerine sahiptir, ancak DNA veya proteinlerin zarar gérmesini
onlemek i¢in yetersizdir. Canli hiicreler, ROS’un daha az zehirli maddelere ya da
antioksidan siireclere enzimatik doniigiimii gibi ¢esitli savunma mekanizmalar1 araciligiyla
kendilerini oksidatif hasara karsi korurlar. Biitil hidroksil anizd (BHA), biitillenmis
hidroksitoluen (BHT) ve tersiyer butilhidrokinon (TBHQ) gibi bir¢ok sentetik bilesik
antioksidan olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (Ananthi ve digerleri, 2010). Kullanilan
sentetik antioksidanlarin karaciger hasar1 ve karsinojenezden sorumlu olduklarindan
siiphelenilmektedir. Bu nedenle, bir¢ok kronik hastaligin etkilerini 6nlemek i¢in daha etkili
dogal antioksidanlarin bulunmasina ilgi artmistir (Kanmani ve digerleri, 2011). Biyo-aktif
dogal polimerlerin 6nemli bir siifi olarak, polisakkaritler umut verici antioksidanlar ve in
vitro ve in vivo olarak etkili, toksik olmayan ilaglar ve gida katki maddelerinin adaylari
olarak kabul edilmislerdir (Zhang ve digerleri, 2013). Birgok mikroorganizma tarafindan
tiretilen EPS’ler, genellikle biyolojik olarak uyumlu, yenilebilir, insanlar ve ¢evre igin

toksik olmayan metabolitlerdir. Son zamanlarda, EPS’lerin antitiimor, immiinostimiilatdr,
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kolesterol disiiriicii aktivite ve antioksidan aktiviteleri de dahil olmak iizere biyolojik

aktivitelerinden yararlanma konusuna artan bir ilgi vardir (Yang ve digerleri, 2015).

Probiyotik bakterilerin yiizey yapilari, proteolitik aktiviteleri, iirettikleri organik asitler
(laktik asit, asetik asit) ve kisa zincirli yag asitleri gibi farkli 6zelliklerinin antioksidan
aktiviteyi etkiledigi, serbest radikal olusumunu azalttigi diisliniilmektedir. Probiyotik
bakteriler tarafindan tiretilen EPS’lerin ise sahip olduklar1 farkli karbon omurgalarinin, dal
yapisinin ve monasakkarit bilesimlerinin, EPS’nin antioksidan aktivitelerini etkiledigi
bildirilmektedir (Lo, Kang, Wang ve Chang, 2007; Wang ve digerleri, 2015). EPS’nin
yapisinda bulunan ramnoz ve galaktoz monosakkaritlerinin antioksidan aktivitesi ile iliskili
ve etkili oldugu da rapor edilmistir (Lo ve digerleri, 2011). Yiiksek galaktoz igeriginin
EPS’lerin yiiksek antioksidan aktivite gdstermesine neden oldugu ifade edilmistir (Tang ve
digerleri, 2017). Tez c¢alismasinda ise KC27L, KC66L, KC76L ve KC21L suslarina ait 1-
EPS’lerin higbirinde ramnoz ve galaktoz monosakkaritlerine rastlanilmamistir. Bu
konunun net bir sekilde ifade edilebilmesi i¢cin daha fazla arastirma yapilmasi gerektigini

diisiinmekteyiz.

DPPH serbest radikali, bir atom nitrojen kopriisiinde eslenmemis bir degerlik elektronu ile
stabil bir radikaldir. DPPH radikalinin uzaklastirilmasi, DPPH antioksidan testinin
temelidir (Sharma ve Bhat, 2009). DPPH serbest radikalinin, stabil bir molekiil haline
gelmek icin elektron veya hidrojen radikalini kabul edebilecegi bildirilmistir (Qiao ve
digerleri, 2009). Tez ¢alismasinda DPPH giderim aktivitesi, en yiiksek L. reuteri KC21L
susunun 1 mg/mL [-EPS’sinde (%84,9), en diisiik ise L. salivarius KC76L bakteri
stispansiyonunda (%22,1) gorilmistiir. 0,5 ve 1 mg/mL [-EPS’ler kiyaslandiginda,
konsantrasyon artisinin DPPH radikali giderme aktivitesini arttirdigi gézlenmistir. Bakteri
siispansiyonu ve Kkiiltiir filtratlar1 kiyaslandiginda ise, kiiltiir filtratlarinda daha yiiksek
oranda DPPH radikali giderme etkisinin oldugu ve bunun kiiltiir filtratlarinda bakterinin
drettigi farkli metabolitlerin bulunmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Ticari
prebiyotik olarak kullanilan iniilinin 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikalini giderme
etkisinin %73,2 oldugu goriilmiistiir. Lactobacillus plantarum C88’in kiiltiirlinden izole
edilen notr bir ekzopolisakkarit olan LPC’nin 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)
radikalleri temizleme aktivitesi, standart numune olarak askorbik asit ile kolorimetrik
deney kullanilarak 0,5-4,0 mg/mL konsantrasyon araliginda ol¢iilmiistiir. DPPH radikal

temizleme aktivitesi, 1,0 mg/mL’ye kadar artan konsantrasyonda arttig1, ancak 1,0 mg/mL
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den sonraki konsantrasyonlardaki artisin, aktiviteyi Onemli Olciide etkilemedigi
bildirilmistir. 4,0 mg/mL’lik bir konsantrasyonda, LPC-1 ve askorbik asit, DPPH radikal
siptiriicii aktivitesinin sirasiyla %52,23 ve %488,60 oldugu gostermistir (Xhang ve
digerleri, 2013). Benzer sekilde, Bifidobacterium animalis RH’den izole edilen EPS’nin
DPPH radikal siipiiriicii aktivitesinin, artan EPS konsantrasyonunda artabilecegini ve
askorbik asitle benzer bir aktiviteye ulasabilecegi bildirilmistir (Xu ve digerleri, 2010).
Tang ve digerleri (2017), L. delbrueckii ssp. bulgaricus SRFM-1’in 4,0 mg/mL’de r-
EPS1’in  %59,94, r-EPS2’nin %53,31 oraninda DPPH radikal siipiiriicii aktivite
gosterdigini bildirmiglerdir. Arastirmacilar, elde ettikleri sonucglar1 L. delbrueckii ssp.
bulgaricus SRFM-1 susuna ait r-EPS’nin iyi bir hidrojen veya elektron donoérii olabilecegi
seklinde yorumlamislardir. Epimedium koreanum Nakai EFPN ve EFPN-1’in
polisakkaritlerinin DPPH radikal siipiirme kapasitesi, 0,05 mg/mL ila 0,4 mg/mL arasinda
degisen konsantrasyonlarda tespit edilmis, DPPH siipiirme aktiviteleri EFPN i¢in %53,8,
EFPN-1 i¢in %71,83 olarak bildirilmistir (Li ve digerleri, 2018). Tez ¢alismasinda elde

ettigimiz bulgularin mevcut literatiir bulgulari ile uyumlu oldugu goriilmektedir.

Demir iyonu (Fe*?), metal iyonlar1 arasinda en giiclii pro-oksidandir (Trabelsi ve digerleri,
2017). Calismada, bakterilerin metal (Fe'?) selatlama aktiviteleri %12,5 ile %76,3 arasinda
degisirken, en yiiksek aktiviteyi L. reuteri KC21L bakteri slispansiyonu+1 mg/mL I-EPS
(%76,3) gostermis ve 1 mg/mL iniilinin (%23,2) yaklasik 3,3 kat1 fazla Fe*? iyonu

selatlama yeteneginin oldugu belirlenmistir.

Paenibacillus polymyxa SQR-21 (SQR-21) bakterisine ait EPS’nin Fe™ iyonu selatlama
yeteneginin, EPS konsantrasyonlarindaki (0,05-1 mg/mL) artigla yiikselerek, 1 mg/mL EPS
seviyesinde %65’e ulastig1 bildirilmistir (Raza, Makeen,Wang, Xu ve Qirong, 2011).
Trabelsi ve digerleri (2017), EPS-Ca6’nin Fe*? selatlama kapasitesi, demir-ferrozin
kompleksinin 6l¢iilmesiyle belirlendigi bir ¢alismada EPS-Ca6’nin i1yi bilinen bir metal

+2

iyonu selatorii olan EDTA’ya kiyasla Fe™’ya orta derecede bir selatlama etkinligi
sergiledigi bildirilmistir. Bununla birlikte, EPS-Ca6 gii¢lii bir selatlama aktivitesi
gostererek 7,5 mg/mL’de yaklasik %79 demir igeren iyonlar1 selatlandirmis ve demirin
baglanmasi i¢in etkin bir EPS-Ca6 kapasitesi oldugu ifade edilmistir. EPS’lerin demir

iyonu selatlama yetenegi ile ilgili herhangi bir baska ¢alismaya rastlanilmamastir.
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Cesitli ROS’lar arasinda, siiperoksit anyonu, biyolojik makromolekiillerle reaksiyona
girme potansiyeline sahip olan ve bdylece doku hasarint indiikleyen aktif serbest
radikallerin onciistidiir (Mao, Yin, Ge, Jiang ve Gong, 2013). Siiperoksit radikalleri, DNA,
proteinler ve lipidlerde oksidatif hasara neden olan hidroksil radikali, hidrojen peroksit gibi
diger ROS’larin olusumunda 6nemli rol oynamaktadir (Liu ve digerleri, 2011). Tez
calismasinda, denenen parametreler igin, siipiiriicii aktivitenin %17,6-73,2 arasinda

degistigi tespit edilmistir.

Probiyotik Weissella cibaria GA44 susunun EPS’sinin siliperoksit anyon radikali siipiiriicii
aktivitesinin artan EPS konsantrasyonu (0,5-4 mg/mL) ile artti§i ve 4 mg/mL
konsantrasyonda EPS’nin siipiirme aktivitesinin %77,1 oldugu bildirilmistir (Adesulu-
Dahunsi Sanni ve Jeyaram, 2018). Li ve digerleri (2014), 4 farkli EPS’nin 4 mg/mL’lik bir
konsantrasyonda siiperoksit anyonu iizerindeki siipiirme aktivitelerini; EPS i¢in %71,82,
EPS-2 i¢in %51,60, EPS-3 i¢in %49,26, EPS-1 i¢in %35,73 olarak bildirmislerdir. Tibbi
mantar /nonotus obliquus’tan izole edilen bes polisakkaritin siiperoksit anyonu tlizerindeki
temizleyici etkisi, [OP3a> I0P4> [I0P2¢c> I0P2a> IOP1b sirasina gore sirasiyla %68,2,
%62,6, %52,2, %50,7 ve %5,4 olarak bildirilmistir (Huang, Ding ve Fan, 2011). Bizim
calisgmamizda 0,5 ve 1 mg/mL konsantrasyonlarda 1-EPS’lerin siipiiriicii aktivitelerinin
%20,0-61,6 arasinda degistigi ve literatiirlerde denenen yiiksek konsantrasyonlarda elde
edilen verilere yakin sonuglar oldugu gozlenmistir. Shi ve digerleri (2018), Kuzeydogu
Cin’den geleneksel siit peynirinden izole ettikleri probiyotik bir sus olan L. rhamnosus
GG’nin stiperoksit anyon radikalini %76 oraninda temizleme yetenegi gosterdigini
bildirmislerdir. Bizim c¢alismamizda denenen 4 bakterinin siispansiyonunun siiperoksit
anyon radikali siipiiriicii yeteneginin %?22,2-73,2 arasinda degistigi belirlenmistir. Tez

caligmasinda elde ettigimiz sonuglar yapilan literatiir taramalari ile paralel bulunmustur.

Tez calismasinda KC27L, KC66L, KC76L ve KC21L suslarinin bakteri siispansiyonlari,
kiiltiir filtratlar, farkli konsantrasyonlarda 1-EPS’leri, bakteri+l-EPS’lerinin denenen ii¢
farkl1 metotta farkli oranlarda antioksidan yetenekte olduklar1 bulunmustur. L. reuteri
KC2IL susu 1 mg/mL 1-EPS’si en yiikksek DPPH aktivitesi gosterirken (%84,9), bakteri
stispansiyonu+1 mg/mL 1-EPS en yiliksek metal salatlama aktivitesi (%76,3) ve KC27L
susunun bakteri silispansiyonu en yiiksek siliperoksit anyon radikali siipliriicii aktivitesi
(%73,2) gostermistir. L. salivarius KC76L susunun bakteri siispansiyonu (%22,1) en diisiik
DPPH aktivitesi gosterirken, KC76L susunun kiiltiir filtrati en diisiik metal selatlama
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aktivitesi (%12,5) ve en diisiik siliperoksit radikali siipiiriicii etkisi (%17,6) gostermistir.
Antioksidan ¢alismalarinda kullanilan DPPH radikali siipiiriicii aktivite, Fe*? selatlama ve
stiperoksit radikali siipiiriicii aktivite yontemleri arasinda bir farklilik olup olmadigini
belirlemek amaciyla ANNOVA vyapilmis ve incelenen yontemler arasinda p<0,05

diizeyinde anlaml1 bir fark oldugu tespit edilmistir.

Antioksidan ¢alismalarinda denenen her ii¢ yontemde de, 0,5 mg/mL iniilinin antioksidan
aktivitesinin olmadig1 goriilmiistiir. 0,5 mg/mL 1-EPS’lerin ise antioksidan aktiviteye sahip
olmasi avantaj olarak diistiniilmektedir. Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda, bakteri
stispansiyonu+]l-EPS’nin  antioksidan aktivitesi ile ilgili herhangi bir ¢alismaya
rastlanilmamistir. Bu tez calismasinda ilk defa bakteri siispansiyonu+l-EPS’nin farkli
yontemler ile antioksidan aktiviteleri belirlenmis ve genel olarak antioksidan

yeteneklerinin I-EPS’lere ve bakterilere kiyasla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalarin sonuglar1 degerlendirildiginde asagidaki ¢ikarimlar

ve Onerilerde bulunulmustur.

1.

Hayvansal iiretimde antibiyotiklerin yaygin sekilde kullanilmasi antibiyotik direngli
bakterilerin artmasina, mikrobiyotanin dengesinin bozulmasina ve tavuk govdesinde
ilag kalintilar1 gibi problemleri beraberinde getirmektedir. Bu yiizden, hayvansal
iiretimde alternatif besin takviyeleri olarak probiyotik ve prebiyotiklerin kullanilmasi
cazip hale gelmektedir. Tavukgulukta yem katki maddesi olarak kullanilan
prebiyotiklerin bagisiklik sistemindeki olumlu etkisi, biiyiime performansi, yumurta
kiitlesi, yumurta agirligi, yumurta boyutu ve yem kullanim etkinligini olumlu yénde
etkilemektedir. LAB elde edilen EPS’lerin prebiyotik olarak kullanilabilirligine dair
caligmalar smirli sayidadir. Calisma sonucunda elde edilen veriler ile ticari
prebiyotiklere alternatif olarak 1-EPS’lerin kullanilabilecegi oOngoriilmiistiir. Bu
kapsamda yiiksek EPS iiretim yetenegine sahip 2 laktobasil ve diisiik EPS {iretim
yetenegine sahip 2 laktobasil izolati segilerek prebiyotik olarak kullanilabilirliklerinin
arastirilmas1 amaciyla oncelikle, 16S rRNA ile molekiiler olarak tanimlanmislardir.
Potansiyel probiyotik aday olan izolatlarin EPS’leri liyofilize edilmis ve
antimikrobiyal, antibiyofilm ve antioksidan yetenekleri belirlenmistir.

I-EPS’lerin  kimyasal karakterizasyonlarinin biyolojik 6zelliklerini etkiledikleri
bilindiginden, sahip olduklar1t monosakkarit birimlerini, molekiil agirliklarini, molekiil
bag yapisini belirlemek amaciyla en yiiksek EPS iiretim yetenegine sahip Lactobacillus
salivarius KC27L susundan izole edilen I-EPS’lerin HPLC, NMR ve SEC analizi
yapilmistir. Bu susa ait I-EPS’nin seker kompozisyonunda glikoz sekerinin diger
sekerlere gore yiiksek oldugu goriilmiistiir. Yapilan literatiir taramalarinda 1-EPS’nin
yapisinda glikoz ve mannoz sekeri oraninin yiiksek olmasinin yem sanayisi ve
eczacilikta potansiyel olarak uygulanabilirliklerini arttirdigi dikkatimizi ¢ekmis ve bu
nedenle KC27L susuna ait 1-EPS’de glikoz oraninin yiiksek ¢ikmasi bir avantaj olarak
gorilmiistiir.

Kanatli hayvan {retiminin arttirnllmasimi kolaylagtirmak ve onlar1 patojen
mikroorganizmalardan korumak i¢in, uzun yillar boyunca kanatli yemlerinde
antibiyotikler kullanilmistir. LAB’nin bol miktarda {retilebilmeleri, patojen

olmamalar1 ve antimikrobiyal aktivite ©zelligine sahip olmalar1 nedeniyle tavuk
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yemlerine ilave edilebilmektedir. Bu sayede, patojen mikroorganizmalarin
kolonizasyonu azaltilarak enterik hastaliklar ve antibiyotik tliketimi en aza
indirgenebilmektedir. Tez calismasinda Lactobacillus salivarius KC27L susuna ait
kiltir filtratinin Staphylococcus aureus EB1 patojeni tizerine 10 mm zon ¢ap1 ile en
yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Bu susun tavuklarda
antimikrobiyal ajan olarak kullanilma potansiyeli oldugu disiiniilmiistir. KC27L,
KC66L, KC76L ve KC21L suslarindan elde edilen liyofilize EPS’lerin antimikrobiyal
aktiviteye sahip olmadigi gozlenmis ve bu durum bakterilerin I-EPS’leri karbon
kaynagi  olarak  kullanabilmelerinden = kaynaklanmis  olabilecegi  seklinde
yorumlanmustir.

4. Biyofilmler, mikroorganizmalarin tabiatina bagli olarak izole edilmis hiicreler,
koloniler veya katmanlar olarak bir yiizeye yapisan bakteri popiilasyonlaridir. Biyofilm
enfeksiyonu igin bir tedavi bulmak, antibakteriyel ila¢ gelistirmek zorlu ve simdiye
kadar ¢ok basarili olan bir yontem degildir. Bu kapsamda biyofilm ile miicadelede
etkili olabilecek antibiyofilm ajanlarin arastirilmasi son yillarda artmistir. Tez
calismasinda KC27L susundan izole edilen I-EPS’nin E. coli ATCC patojeni iizerine
%87 oraninda antibiyofilm etkisi oldugu tespit edilmistir. Diger suslardan elde edilen I-
EPS’lerin de yiiksek oranda antibiyofilm etkilerinin oldugu gdzlenmistir. Yiiksek
antibiyofilm 6zelliklerinden dolay1 bakterilerden izole edilen I-EPS’lerin antibiyofilm
ajan olarak kullanilabilme potansiyeli bulunmaktadir.

5. Reaktif oksijen tiirleri, siirekli tretilirler ve DNA, protein ve lipid hasarmma neden
olurlar. Antioksidanlar, viicut dokularinda oksidasyonun zarar verici etkilerine karsi
koyma yetenegine sahip olan maddelerdir. Probiyotik suslarin, oksidatif strese karsi
koruma, ROS birikimi riskini azaltma ve viicudun toplam antioksidan durumunu
tyilestirebildigi bilinmektedir. Tez calismasinda KC27L, KC66L, KC76L ve KC21L
suslarinin farkli oranlarda antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir. 1-EPS’lerin
antioksidan o6zellikleri ile ilgili sinirlt sayida ¢alismalar mevcut iken bu konu ile ilgili
ilk c¢alisma olmasi nedeniyle bundan sonra yapilacak c¢aligmalar icin kaynak
olusturabilecektir. Bu tez g¢alismasinda, I-EPS’lerin ve bakteri+1-EPS’lerin 3 farkhi
metot ile antioksidan Ozellikleri belirlenmistir. Bakteri+I-EPS’lerin antioksidan
Ozelliklerini ortaya ¢ikartan herhangi bir ¢calismaya rastlanilmamaistir.

6. Sonug olarak laktik asit bakterinden elde edilen 1-EPS’lerin antibiyofilm ve antioksidan

aktivitesi oldugu, tavuklarda ticari olarak kullanilan iniilin prebiyotigine kiyasla daha
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iyi veya yakin sonuglar verdiginden, dogal olarak elde ettigimiz 1-EPS’lerin yem katk1
maddesi olarak kullanilmasinin daha avantajli olabilecegini diistinmekteyiz.

7. Suslardan elde edilen 1-EPS’lerin tavuk beslemesinde prebiyotik katki olarak
onerilebilmesi ve kesin bir yargiya varabilmek icin daha fazla ¢alisma yapilmasi ve

hayvan denemeleri ile desteklenmesi gerekmektedir.
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