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OZET

Bu calismada, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoteknoloji Laboratuvar
kiiltiir koleksiyonuda bulunan, anne siitii ile beslenen yeni dogan bebeklerin
diskisindan izole edilen ve 16S rDNA bolgesine gore molekiiler tanimlamalar
yapilan laktobasil cinsine ait 15 adet bakterinin laktik asit, hidrojen peroksit,
ekzopolisakkarit (EPS) iiretimleri, antibiyotik duyarhhklari, antimikrobiyal
aktiviteleri, asit direnci, safra toleransi belirlenmistir. Ayrica yiiksek EPS
iiretimine sahip olan Lactobacillus casei LB74 ve L. casei LB61 suslarmn
otoagregasyon ve koagregasyon yetenekleri, hidrofobisite, kolesterol giderimleri

arastirilmstir.

Suslarin yiizde asit iirettigi miktarinin belirlenebilmesi icin farkh iki besiyeri
kullanilmis ve skim milk besiyerinde daha yiiksek asit iiretiminin (%1,05-
%2,79) oldugu belirlenmistir. Bakterilerin hidrojen peroksit iiretim miktarlari
0,68-3,83 pg/mL arasindadegisirken,iirettigi EPS miktarlarn 142,99-425,16
mg/L arasinda bulunmustur.Suslarin antibiyotiklere karsi duyarhliklarinin
incelenmesinde disk difiizyon metodu kullamlmis ve suslarin penisilin G,
kloramfenikol ve amoksisiline %100 duyarh, streptomisin ve vankomisine
%100 direncli olarak belirlenmistir.Laktobasil suslarimin, bebeklerde hastahiga

neden olan patojen bakterilerden Escherichia coli ATCC



11229iizerindeantimikrobiyal etkisinin %93,3,Staphylococcus aureus ATCC
25923iizerinde %73,3, Listeria monocytogenes ATCC 7644iizerinde %86,6,
Salmonella enteritidis ATCC 13076,Salmonella typhimurium MU 80,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853iizerinde ise %100 oldugu belirlenmistir.
Bakterilerin azalan asit ve artan safra konsantarasyonlarinda canhliklarinda
azalma oldugu ve bu azalmaninda istatistiksel olarak anlaml oldugu tespit
edilmistir. EPS iiretimi yiiksek olan suslarin otoagregasyon ve koagregasyon (E.
coli ATCC 11229, Salmonella enteritidis ve Listeria monocytogenes ATCC 7644
suslar1 ile) yetenekleri incelenmistir.%otoagregasyon degerleri L. casei LB74
(%28,91) susunda, %koagregasyon degerleri ise Salmonella enteritidis test
bakterisinin kullammyla L. casei LB61 (%31,08) susunda yiiksek
bulunmustur.Suslar, kloroform (%67,05-45,33) ve toluen (%7,88-43,83) ile
hidrofobisite gostermisler. Farkh safra konsantrasyonlarinda kolesterol
gideriminde, suslarin artan safra konsantrasyonlarinda yiizde Kkolesterol

giderimlerinin arttigim goriilmiistiir.

Bilim Kodu : 203.1.023

Anahtar Kelimeler : Lactobacillus sp., laktik asit, antibiyotik, EPS iiretimi,
antimikrobiyal aktivite, asit ve safra direncliligi,

agregasyon, hidrofobisite, kolesterol giderimi
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ABSTRACT

In this study, 15 lactobacilli from the Gazi University, Faculty of Science
Biotechnology Laboratory culture collection were used as material. The
bacteria were formerly isolated from faces of breast-fed newborn babies and
were identified based on the 16S rDNA region. The aims of the study were to
determine their lactic acid, hydrogen peroxide and exopolysaccharide (EPS)
production, antibiotic susceptibility, antimicrobial activity, resistance to acid
and bile tolerance. The coagregasyonand autoaggregation capabilities,
hydrophobicity, and cholesterol removal of the Lactobacillus caseiLB74 and L.

caseiLB61 strains that exhibit a high EPS production were also determined.

In order to determine the amount of acid produced by the strains, two different
medium were used. Skim milk agar medium provided a higher acid production
(1.05%-2.79%). The quantities of hydrogen peroxide production of the bacteria
ranged between 0.68-3.83 mg / mL and the quantities of EPS produced rangend
between 142.99-425.16 mg/L. Disk diffusion method has been used to determine
the sensitivity of the strains to various antibiotics. The strains were 100%
sensitive against penicillin G, chloramphenicol, and amoxicillin but 100%
resistant against streptomycin and vancomycin.The antimicrobial effect of the
lactobacilli strains over the pathogenic bacteria (Escherichia coli ATCC 11229,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria monocytogenes ATCC 7644,



vii

Salmonella enteritidis ATCC 13076,Salmonella typhimurium MU 80,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) that cause disease in infants
were 9093.3,%066.6, %86.6 and 90100, respectively.The bacteria viability
decreased at decreasing and increasing bile acid concentrations and the data is
statistically significant.Autoaggregation and coagregasyon(E. coli ATCC 11229,
ATCC 7644 strains of Salmonella enteritidis and Listeria monocytogenes)
abilities of the strains with high EPS production were determined. %
Autoaggregation value was determined at L. casei LB74 (%28.91) and %
coagregasyon value was determined at L. casei LB61 (%031.08) by using the test
bacteria Salmonella enteritidis.Strains exhibites hydrophobicity with chloroform
(67.05 to 45.33%)and toluene (7.88 to 43.83%). Cholesterol removal of the

strains also increased with higher bile concentrations.

Science Code :203.1.023
Key Words:Lactobacillus sp.,lactic acid,antibiotic, EPS production,antimicrobial
activity, resistance to acid and bile tolerance, autoaggregation,
hydrophobicity, cholesterol removals
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1. GIRIS

Anne siitii tiim bebekler i¢in 0zellikle prematiireler ve hasta yenidoganlar i¢in ideal
bir besindir. Anne siitiiniin temiz bir besin olmasi ve verilirken biberon gibi bir arag
gerektirmemesi nedeniyle kontaminasyon riski yoktur [Spear, 2005]. Anne siiti ile
beslenen ¢ocuklarda solunum yollar1 enfeksiyonlari, orta kulak iltihabi, iiriner sistem
enfeksiyonu, menenjit gibi enfeksiyon hastaliklar1 daha az goriilmektedir [Goldman,
1993; Hylander ve ark., 1998]. Yenidoganlar dogumdan 6nce plasenta yoluyla ve
dogumdan sonra anne siitii ile aldiklar1 antikorlar vasitastyla kendi immiin sistemleri

gelisene kadar enfeksiyonlardan korunurlar [Spear, 2005].

Anne siitii, interlokin, laktoferrin, lizozim, probiyotikler ve 1g-A icerigine bagl anti-
enfektif oOzelliklere sahiptir [Kelleher ve Lonnerdal, 2001]. Probiyotikler,
bagirsaklardaki mikrobiyal dengeyi diizenleyen canli mikroorganizmalardir.
Probiyotiklerin, laktik asit, asetik asit, bakteriyosin, hidrojen peroksit,
ekzopolisakkarit tretimi gibi bazi Ozellikleri, laktoz intoleransi, alerji riskini
azaltilmasi, serum kolesterol diizeylerinin diisiiriilmesi, iirogenital enfeksiyonlarin
onlenmesi, kolon kanserini 6nleme ve bagisiklik sistemi uyarma gibi etkileri oldugu
ifade edilmektedir [Nawaz ve ark., 2011; Garcia ve ark., 2012]. Probiyotiklerin
bebekler {iizerindeki olumlu etkileri arasinda rotavirus ishallerinin siiresinin
kisaltilmasi, bagirsak florasinin gelisimi, allerjik hastaliklarin azaltilmasi, immun
modulasyonda ve prematiire bebeklerde nekrotizan enterokolit sikliginin azaltmasi

sayilabilir [Tiras ve ark., 2010; Tezcan, 2007; Neish, 2009; Bager ve ark., 2008].

Anne siitii 1le beslenmenin flora ve immiin sistemin gelismesi lizerine olan yararh
etkileri goriildiikkten sonra mamalarin icerigi anne siitiine benzetilmeye caligsmistir.
Yapilan ¢aligmalarda mamalarin bifidojenitesini artirmak i¢in prebiyotik, probiyotik
ve sinbiyotik eklenmesi, diisiik proteinli olmast ve bazi durumlarda laktozu
artirmanin yararli oldugu vurgulanmaktadir [Aggett ve ark., 2001; Nopchinda ve
ark., 2002; Ozen, 2004; Scholtens ve ark., 2006].



Bu tez calismasinda, anne siitii ile beslenen bebeklerin digkisindan izole edilen
laktobasiltiirlerinin bazi probiyotik &zelliklerinin arastirilmast hedeflenmistir.Bu
amacla bu c¢alismada, molekiiler yontemlerle tanimlamalar1 yapilmis bakterilerin
laktik asit, hidrojen peroksit ve EPS iiretimleri, antimikrobiyal aktiviteleri,
antibiyotik duyarhiliklari, asitlige karsi direnclilikleri, safra tuzlarina karsi
duyarliliklart belirlenmistir. Ayrica, yiiksek EPS iiretimine sahip iki adet susun
agregasyon-koagregasyon yetenekleri, hidrofobisite ve kolesterol giderim yetenekleri
tespit edilmistir. Tiim calismalarin sonucunda bazi probiyotik 6zellikler agisindan
Ustlin nitelikli olan insan kaynakli laktobasil cinsi bakterilerin bulunarak, bu

bakterilerin probiyotik olarak kullanilabirliginin agiga ¢ikarilmasi hedeflenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Probiyotikler

"Probiyotik" terimi, kullanimlarina bagli olarak agizda, mide-bagirsak, iist solunum
yolu ya da iirogenital kanalda yararli etkiler yaparak konagin sagliginda iyilesmeye
neden olan mikroorganizmalar olarak tarif edilmektedir [Sabir ve ark., 2010;
Darilmaz ve ark., 2012]. Dogumda bebegin bagirsaklari steril olmasina ragmen,
dogumdan hemen sonra g¢evrede bulunan mikroorganizmalar ile hizli bir sekilde
kolonize olur. Floray1 olusturacak bakterilerin baglica kaynaklari anne dogum
kanalinda bulunan mikroorganizmalar ile bebegin yakin c¢evresinde ve bu cevrede
temas ettigi kisilerde olan mikroorganizmalardir.Dogumdan hemen sonra bagirsak
florasindaE. coli ve streptokoklar baskindir. Bebek anne siitii aldik¢a E.
coli,streptokoklar ve clostridia’lar azalirken, laktobasil ve bifidobakteriler artmaya
baslar. Anne siitiinden kesildikten sonra erigkin floras1 yoniinde degisiklikler olmaya
baslar ve ikinci yilin sonuna dogru eriskin florasinin benzeri bir flora olusur ve
yasam boyu sabit kalir. Mide, duodenum ve jejunumda peristaltizmin daha hizli
olmasi, asidik ortam (mide) ve safra asitleri (duodenum) nedeni ile daha az sayida
bakteri barmdirir (1023). fleumdan itibaren gegis yavasladigindan bakterilerin sayi
(103'7) ve ¢esitliligi kolondakine benzer goriiniim kazanmaya baslar (Sekil 2.1).
Metabolik olarak aktif olan bu flora diger bakteriler, mukozal immiin sistem ve
bagirsak epitel hiicreleri ile siirekli iletisim halinde oldugundan bebegin postnatal
gelisimini ve fizyolojisini etkilemesi beklenir [Young ve Huffman, 2003; Caicedo ve
ark., 2005; Guarner ve Malagelada, 2003].

Dogumdan sonra floray1 olusturan bakterilerin tiirli ve miktarina etki eden ¢ok sayida
faktor vardir. Annenin aldig1 besinler, probiyotik alip almamasi, dogum sekli (vajinal
veya cerrahi), gebelik yasi ve bebegin primer beslenme sekli (anne siitlii veya mama)
gibi ekstrensek faktorler yanisira yenidogan bebegin saglik durumu, immiinolojik
durumu, gastrointestinal sistem ge¢is zamani, pH’s1 ve stres gibi intrensek faktorler
kolonizasyonu etkiler.Dogum kanalindan ge¢mediklerinden sezaryenle dogan

bebeklerde flora gelisimi ge¢ olur ve daha ¢ok ¢evreden alinan mikroorganizmalari



icerir [Caicedo ve ark., 2005]. Yasamin ilk haftalarinda anne siitii ile beslenen
bebeklerin bagirsak florasinda bifidobakteriler ve laktobasiller baskin iken mama ile
beslenen bebeklerin bagirsaklarinda enterobakter tiirleri baskindir. Alt1 ay dolayinda
mama ile beslenen bebeklerin florasinda laktobasiller ve bifidobakteriler yer almakta
ise de anne siitii alanlarinkinden daha azdir ve flora dagilimi olduk¢a karmasiktir. Bir
yasinda anne siitii ve mama ile beslenen cocuklarin bagirsak floralar1 biribirine
benzer ve erigkin florasina yakindir [Caicedo ve ark., 2005; Guarner ve Malagelada,
2003]. Gastrointestinal (GIS) florasini ¢evresel stres, iklim, antibiyotikler, emosyonel

faktorler ve diyetsel degisiklikler etkileyebilmektedir (Sekil 2.2) [Anonim, 1996].

BAGIRSAK MIKROFLORASI
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Sekil 2.1. Gastrointestinal sistemde bulunan bazi mikroorganizmalar ve sayilari
[Ceyhan ve Alig, 2012].
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Sekil 2.2. Bagirsak mikroflorasini etkileyen faktorler [Anonim, 1996].

2.1.1. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar

Farkli cinslere ait bir¢ok mikroorganizma probiyotik olarak kullanilma beraber
ozellikle laktobasiller ve bifidobakteriler probiyotik olarak kullanilan bakterilerin
basinda gelmektedir [Fontana ve ark., 2013]. Patojen ve toksik olmayan bu
mikroorganizmalar depolama sirasinda {iirlinde canliligini korudugu ve tiiketim
sonrast insanlarin metabolizmasinda yer aldigi Olgiide yarari artmaktadir. Bir
probiyotik {iriin bu mikroorganizmalardan birini ya da birkacini igerebilir. Icerdigi
mikroorganizma sayisi arttik¢a probiyotigin kullanim alani genislemektedir [Yilsay
ve Kurdal, 2000; Akalin ve ark., 2000]. Probiyotik olarak kullanilan

mikroorganizmalar Cizelge 2.1°de verilmistir.



Cizelge 2.1. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar (Prabhu ve ark., 2012;
Ceyhan ve Alig, 2012).

Lactobacillus Tirleri

Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus cellebiosus,
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus lactis,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus reuterti,
Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei,
Lactobacillus curvatus, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus johsonli,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus salivarius, Lactobacillus gasseri

BifidobacteriumTiirleri

Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium
bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium
infantis, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium

thermophilum

Enterococcus Tiirleri

Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis

BacillusTirleri

Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus lentus,

Bacillus licheniformis, Bacillus coagulans

StreptococcusTiirleri

Streptococcus cremoris, Streptococcus thermophilus,
Streptococcus intermedius, Streptococcus lactis,

Streptococcus diacetilactis

PediococcusTiirleri

Pediococcus cerevisiae, Pediococcus acidilactici,

Pediococcus pentosaceus

BacteriodesTiirleri

Bacteriodes capillus, Bacteriodes suis, Bacteriodes

ruminicola, Bacteriodes amylophilus

PropionibacteriumTiirleri

Propionibacterium shermanii, Propionibacterium

freudenreichii

LeuconostocTiirleri Leuconostoc mesenteroides
Kiifler Aspergillus niger, Aspergillus oryzae
Mayalar Saccharomyces cerevisiae, Candida torulopsis,

Candida pintolopesii




2.1.2.Probiyotik mikroorganizmalarin oézellikleri

Patojen mikroorganizmalarin sindirim sistemine kolonize ve invaze olmasin
engellemek ve konak bagisiklik sistemini uyarmak gibi yararl etkiler gosteren bu
mikroorganizmalarin, insanlarda ve hayvanlarda hastaliklardan korunma ve tedavi
amaciyla kullanilabilmeleri i¢in baz1 ozelliklere sahip olmalari gerekmektedir.
Probiyotiklerin bagirsak fizyolojisi iizerine dolayli veya dogrudan etkide bulunarak
immiin sistemi uyardigi ve konak¢inin agiz ve sindirim sistemi dahil, {ist solunum
yolu ve lirogenital sistem mukozal yiizeyini etkileyerek iyi hal ve saglig1 gelistirici,
hastalik riski azaltict potansiyel etkiye sahip oldugu bilinmektedir [Sieladie ve ark,
2011]. Probiyotikler trettikleri K, B-1, B-2, B-12, folik asit, biyotin, niasin ve
piridoksin gibi vitaminler; sindirim enzimleri; sindirim igin en uygun pH’y1 saglayan
serbest yag asitleri ile konakta beslenme ve sindirim islevinde 6nemli rol alirlar.
Probiyotik olarak kullanilan laktik asit bakterilerinin sagliga yararh etkileri Cizelge

2.2’de goriilmektedir.



Cizelge 2.2. Probiyotik olarak kullanilan bakterilerin insan saglig1 tizerindeki yararl
etkileri [Ceyhan ve Alig, 2012; Seckin ve Baladura, 2011].

Yararh Etki

Etki Mekanizmasi

Laktoz sindirimine katki

Bakteriyel laktaz ile laktozun sindirimi

Enterik patojenlere kars1 direng

Bagisiklik salgilama etkisi,

kolonizasyon  direnci  1ntestinal  sistemin
patojenleri i¢in uygun olmayan kosullara
degisimi

(pH, kisa zincirli yag asitleri ve bakteriyosinler),
toksin baglama bolgelerinin yapisal degisimi,
mtestinal flora populasyonlari {izerindeki etki,
mtestinal mukozada agregasyon olusturarak
patojenlerin baglanmasini engelleme,

mtestinal  miisin  Uretimini  diizenleyerek

patojenleri epitel hiicrelere tutunmasini 6nlemek

Bagirsak kanserini 6nleyici etkisi

Mutajenleri baglama,

karsinojenlerin  aktivitesini engelleme(inaktif
hale getirme) .

Bagirsak mikroorganizmalarinin irettigi
kasinojen iireten enzimlerin inhibisyonu,

bagisiklik sistemini gii¢lendirme.

Immiin sisteminin diizenlenmesi

Enfeksiyon ve tiimoér olusumuna karst spesifik
olmayan savunma mekanizmasini gii¢lendirir.
Antijene 6zgili immiin yanita yardimci etki

IgA tretiminin arttirilmast.

Beyaz kan hucrelerinin fagositik aktivitelerinin

artirilmasi.

Alerji

Antijen etkiye sahip maddelerin dolagim

sistemine gecisinin engellenmesi.

Kan lipidleri ve kalp hastaliklart

Kan lipidleri ve kalp hastaliklar1

Helicobacter pylori enfeksiyonu

H. pylori inhibitorlerinin  (laktik  asit,
bakteriyosin v.b.) tiretimi.

H. pylori nin iireaz aktivitesinin azaltilmasi




2.1.3. Probiyotiklerin baz1 hastaliklardaki iyilestirici etkileri

Tim diinyada, probiyotiklerin, nekrotizan enterokolit, rotaviriislerin etken oldugu
akut ishaller, antibiyotik kullanimina bagl gelisen ishaller, vulvo-vajinal kandida
enfeksiyonlari, turist diyaresi, iilseratif kolit, crohn hastalifi ve periodontal
hastaliklar gibi bircok hastaliktaki iyilestirici etkileri ve kanserlerden korunma
amacli kullanimlarina iligkin bircok ¢alisma devam etmektedir [Resta, 2009]. Bu
caligmalarin bebek hastaliklaryla ilgili en carpici olan iki calisma asagida kisaca

belirtilmistir.

Nekrotizan enterokolit (NE):

NE karin agrisi, sislik, kusma, kanli ishal gibi belirtilerle karakterize olup 6zellikle
yeni dogan doneminde mide bagirsak kanalinin en 6nemli hastaliklarindan birisidir.
Vakalarin 6nemli kismini erken dogumlar olusturmaktadir ve gebelik siiresi
azaldikca goriilme siklig1 artmaktadir. Normalde laktobasil tiirleri, dogum kanalindan
ve emzirme ile anneden yeni dogana gecer. Ancak, sezaryen dogumda ya da erken
doganlarda bu siire¢ tam olarak gelismediginden Enterococcus faecalis, streptokoklar,
Staphylococcus epidermidis, Clostridium perfringens, Escherichia coli, Salmonella,
Shigella, Campylobacter, Pseudomonas gibi patojen mikroorganizmalar bagirsakta
kolonize olarak NE gelismesi i¢in zemin hazirlarlar [Tirag ve ark., 2010]. Ayrica
mamayla beslenen bebekler, bagirsak floralarinda daha az laktobasil ve bifidobakter
tirleri bulunmas1 sonucu nekrotizan enterokolit gelisimine daha yatkindirlar. Bu
konu ile ilgili olarak Kolombiya’da yapilan carpici bir c¢alismada 2,5%x10% canh
Lactobacillus acidophilus ve 2,5x10%Bifidobacterium infantis verilen 1237 yeni
doganda nekrotizan enterokolit gelisimi ve buna bagli mortalitenin %60 oraninda

azalmis oldugu goriilmiistiir [Hoyos, 1999].
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Ishal:

Cocuklarda rotaviriis’iin neden oldugu akut ishallerde, L. rhamnosus GG ve B. lactis
BB-12 suslarinin korunmada, L. reuteri SD 2222 susunun ise tedavide yararli etkileri

oldugunu rapor edilmektedir [Pant ve ark., 1996; Szajewska ve ark., 2001].

2.1.4. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalarda aranan ozellikler

Probiyotik olarak kullanilacak bir iiriiniin giivenilir olmasi, kullanildig1 insan ve
hayvanda yan etkisi olmamasi, stabil olmasi, diisiik pH ve safra tuzlari gibi olumsuz
cevre kosullarindan etkilenmeden midede canli kalabilmesi ve bagirsakta metabolize
olmasi, antimikrobiyal patojenik bakterilere antagonist etki gostermesi, maddeler
tirerek, antibiyotiklere direngli olmasi istenmektedir. Antibiyotige bagl ortaya ¢ikan
hastaliklarda bagirsak florasin1 diizeltmek amaci ile kullanilabileceklerinden,
bagirsaktaki antibiyotiklerden etkilenmemeli ve gidalara ilave edildiginde kaliteyi

diisirmemelidirler [Kaboreve ark., 2012].

Probiyotik bakterilerin 6nemli 0Ozelliklerinden biri de, bagirsak mukozasina
tutunabilme yetenegine sahip olmalaridir. Tutunma 6zelligi en 6nemli 6zelliktir ve
biyolojik etki gosterebilmeleri icin mutlaka olmasi gereken bir 6zellik olarak ifade

edilmektedir (Sekil 2.3) [Sagdi¢ ve ark., 2004].
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Sekil 2.3. Bagirsak epitel ylizeyinde probiyotik bakterilerin  patojen
mikroorganizmalarin kolonizasyonunu engellemesi[Sagdi¢ ve ark.,
2004].

2.1.5. Probiyotiklerin giivenilirligi

Laktobasil ve bifidobakterigeren {iriinlerin herhangi bir risk tagidigini gosteren
bilgiler mevcut degildir. Probiyotiklere bagli nadir olarak bildirilen enfeksiyonlar,
immiin yetmezligi olan ya da altta yatan ciddi hastaligi olan olgularda
saptanmaktadir. Cocuklarda probiyotik kullanimi sirasinda korkulan en 6nemli risk
septisemidir. Ancak bildirilen septisemi olgulari, probiyotik kullanan saglikli
cocuklarda degil immun sistemi baskilanmis ya da yogun bakim iinitelerinde ciddi

bir hastalik nedeni ile yatan hastalarda ortaya ¢ikmistir [Ceyhan ve Alig, 2012].

Probiyotik siit iirlinleri gelismis iilkelerde hizla artan bir sekilde kullanilmaktadir.
Ulkemizde de bu tip iiriinlerin kullamlmasinin genel toplum saghg acisindan gok
onemli yararlar1 vardir. Ozellikle ¢ocukluk caginda tiiketilmesi yeni nesillerin daha
saglikli yetismesine katkida bulunacagi ifade edilmektedir [Ceyhan ve Alig, 2012].
Lactobacillus rhamnosus bakterisini igeren yogurt, peynir, fermente igecekler, bebek
ve ¢ocuk mamalar1 gibi {irlinlerin iiretimi artmaya baslamistir. Bagisiklik sisteminin

diizenlenmesinde,Bifidobacterium bifidum ilebirlikte akut ishalin tedavisinde ve
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onlenmesinde, antibiyotige bagli ishalin engellenmesinde,kabizlik tedavisinde, dis ve
dis eti hastaliklarinda, allerjik dermatit/kolit tedavisinde Lactobacillus rhamnosus

probiyotik bakterisinin kullanimi1 son yillarda artmistir [Canbulat ve 6zcan, 2007].

Lactobacillus rhamnosus GG ya da Lactobacillus GG bakterisi, bebek ve gocuklar
icin gelistirilen siit tiriinlerinde probiyotik preparatlarinda ve gidalarin bilesiminde en
yaygin kullanilan laktik asit bakterisidir. Tufts Universitesi'nde Sherwood Gorbach
ve Barry Goldin adli bilim insanlar1 tarafindan 1983 yilinda insan diskisindan izole
edilen Lactobacillus rhamnosus GG bakterisi, bu bilim insanlariin soyadlarina
ithafen adlandirmada “GG” eki ile kullanilmaktadir. Bu bakterinin 1985 yilinda ise
patenti alinmistir [Silva ve ark., 1987; Saxelin, 1997; Doron ve ark., 2005].
Lactobacillus rhamnosus GG ilk defa 1990 yilinda yapilan aragtirmalarda kullanilmig
ve yapilan ¢aligsmalar sonrasinda 6zellikle de gocuk sagligina olan katkilari sayesinde
giiniimiizde bebek ve ¢ocuk tiriinlerinde kullanimi1 yayginlasmistir [Reid, 2002; Reid
ve Burton, 2002].

2.2. Laktobasiller
Yogurt, peynir gibi fermente siit tirtinleri tiretiminde laktobasil cinsi bakteriler starter

kiiltiir olarak kullanilmaktadir (Resim 2.1). Laktobasiller, asidifikasyon, proteoliz ve

aroma olusumu gibi 6zeliklere sahiptirler [Segkin ve Baladura, 2011].

(a) (b)
Resim 2.1. Laktobasillerin elektron mikroskop goriintiisi (a) Lactobacillus
acidophilus, (b) Lactobacillus casei [Ceyhan ve Alig, 2012].
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Laktobasiller, laktozu fermente ederek temelde laktik asit olusturmalariyla
karekterize, Gram pozitif ve katalaz negatif bakterilerdir. Aerotolerat metabolizmaya
sahiptirler. Homofermentatif veya heterofermentatif yolla laktik asit iireten tiirleri
bulunmaktadir. Heterofermentatif olanlar, laktik asitin yaninda etil alkol,
karbondioksit, asetikasit, format, siiksinat olustururlar [Prasirtsak ve ark.,
2013].Bakteriler, diiz ya da hafif kivrik ¢ubuk sekilli bir morfolojiye sahiptirler.
Hiicreleri tek tek ya da zincir seklinde bulunur. Biyokimyasal ve fizyolojik
Ozellikleri agisindan oldukca fazla cesitlilik igeren Tlyelere sahip bir cinstir.
Bubakterilerilerin, gelisebilmeleri i¢in amino asit, peptit, niikleik asit tiirevi vitamin,
tuz, yag asidi veya yag asidi esterleri ile fermente edebilecekleri besin maddeleri
gerekmektedir [Chen ve ark., 2013]. Bubakteriler, diger mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal aktivite gosteren, laktik ve asetik asit gibi organik asitler, H,0O,,
diasetil, alkol, CO,, bakteriosin veya bakteriosin benzeri metabolitler tiretmektedirler

[Klaenhammer, 1988; Isleroglu ve ark., 2008].

2.3. Laktik Asit ve Uretimi

Laktik asit (2- hidroksi propyonik asit), dogada en ¢ok bulunan karboksilik asittir.
Kozmetik, ilag, gida ve kimya sanayileri gibi bir ¢ok farkli alanda kullanilan 6nemli
bir asittir [Calabia ve Tokiwa, 2007; Oshiro ve ark., 2009; Yenlel ve ark., 2007].D(-)
ve L(+) olmak iizere iki optik izomere sahiptir. D(-) laktik asit, insan metabolizmasi
tarafindan metabolize edilemezken, L(+) laktik asit metabolize edilebilmektedir.
Laktik asit bakterileri, laktozun bir kismin1 L (+), bir kismint ise D (-) formunda
laktik aside dontistiirmektedirler. Fizyolojik olarak L (+) laktik asit, D (-) laktik asit
formunda ¢ok daha iyi metabolize edilmektedir(Sekil 2.4). Bundan dolay1 6zellikle

cocuklarin ve genclerin beslenmesinde son derece 6nem kazanmaktadir [Kilig, 2001].
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HO ,COOH HO ,COOH
\ \ / \\ //
/s v //c
H’ CH, CH; H
L (+) Lactic acid D (-) Lactic acid

Sekil 2.4. L (+) laktik asit ve D(-) laktik asit [Narayanan ve ark., 2004].

Laktik asit kokusu olmayan, eksi tatta olan ve mikroorganizmalar1 olumsuz etkileyen
zay1f bir organik asittir. Mikroorganizmalarin membran yapisin1 bozarak, hiicrenin
substrat tasima Ozelligini yok etmektedir. [Narayanan ve ark., 2004; Wang, 2010].
Yapilan arastirmalar sonucunda pH’nin diigmesine bagli antimikrobiyal ozellige
sahip laktik asidin, Gram negatif bakterilerin hiicre duvar yapisinda bulunan
lipopolisakkaritlerin serbest birakilmasina ve bunun sonucunda dis membranin

gecirgen olmasina neden olan bir madde oldugunu ifade edilmektedir [Kilig, 2001].

Laktik asit, laktobasil cinsi bakteriler tarafindan {iretilen primer metabolittir.
Laktobasiller, tretikleri laktik asidin neredeyse tamamini enerji kaynagi olarak
kullanmaktadirlar [Leroy ve De Vuyst, 2004; Hylckama ve ark., 2007]. Laktik asit
fermantasyonu siirecinde olusan organik asitlerin miktar: ve tiirli (6rnegin; laktik asit,
formik asit, vb.) fermantasyon yapan LAB’lerin tiir veya suslarina, kiiltiir i¢erigine
ve treme sartlarina gore farklilik gostermektedir (Sekil 2.5) (Hwanhlem ve ark.,
2010] .
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Sekil 2.5. Laktik asit bakterilerinde karbon metabolizmasi [Kleerebezem ve
Hugenholtz, 2003].

2.4. Hidrojen Peroksit (H,0,) Uretimi

H20,, laktik asit bakterileri gibi katalaz negatif mikroorganizmalar tarafindan aerop
sartlarda tretilmektedir. Ksantin oksidaz, glikoz oksidaz, askorbik asit, siilfidril
oksidaz, pirtivat oksidaz, NADH oksidaz ve a-gliserofosfat oksidaz veya laktat
oksidaz vasitas1 ile katalizlenen reaksiyonda atmosferik oksijenin dogrudan
indirgenmesi ile meydana gelmektedir [Juven ve ark., 1991; Wilkins ve Boards,
1989]. H,0;’nin hiicreler tizerine inhibitor etkisi onun konsantrasyonu ve muamele
siresi ile mikrobiyal yiik, sicaklik, pH, inorganik iyonlar, UV veya diger
koruyucularla mikroorganizmalarin muamele edilmis olmas1 gibi faktorlerden
etkilenmektedir [Banwart, 1989]. Olusturulan hidrojen peroksit miktarinin laktik asit
bakterilerinin cins, tiir ve hatta suslarina gore farklilik gdsterdigi ve pek cok
mikroorganizma iizerinde inhibitor etkisine sahip oldugu belirlenmistir [Jara ve ark.,

2011].
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Hidrojen peroksit termodinamik bakimdan kararsiz bir bilesik olup su ve oksijene
ayrigsmaktadir [Muriana ve Klaenhammer, 1991]. H,0,, reaktif kapasitesinin yiiksek
olusu ve hidroksilradikali (OH) gibi sitotoksik oksijen tiirleri meydana getirmesinden
dolay1, cok giiclii bir oksidanttir [Juven ve ark., 1991; Juven ve ark., 1992].
Oksitleyici bir ajan olan H,O,’nin mikroorganizmalar iizerine inhibitor etkisi,
metabolik islemlerde esansiyel olan enzimlerin siilfidril gruplarini etkileyerek disiilfit
kopriileri 6lusturmasina baglanmaktadir [Nickerson ve Sinskey, 1972; Pendharkar ve
ark., 2013]. Arastirmacilar, bazi bakterilerin patojen mikroorganizmalarin {iremesini
kontrol eden ¢esitli antimikrobiyal maddeler olusturdugunu; laktik asit bakterileri
tarafindan iretilen antimikrobiyal maddelerin intestinal ve iriner sistem
enfeksiyonlarinda koruyucu rol aldigmi bildirmektedirler [Kilig, 2001; Aslim ve
Kilic, 2006].

Rahim kanserinin en biiyiik nedenlerinden biri olan HPV (Human Papilloma Virus)
ile ilgili yapilan bir ¢alisma sonucunda, hidrojen peroksit konsantrasyonu yiiksek
olan ortamdaki hiicrelerin, kanser hiicrelerine doniisiimiiniin engellendigi, hatta
laktik asit bakterilerinin olusturdugu hidrojen peroksidin kanserli hiicreleri tekrar

eski haline doniistiirdiigli rapor edilmektedir [Bauer, 2001].

Laktobasil cinsi bakterilerin irettikleri H,O, den kaynaklanan antimikrobiyal
ozellikleri, bu bakterilerin gida sanayinde de siklikla kullanilmalarmma olanak

saglamaktadir [Turantas, 2007].

2.5. Antibiyotik Direnclilik

Probiyotik bakteri seciminde, antibiyotiklere karsi direnglilikleri onemli bir se¢im
kriteri olarak goriilmektedir [Yuksekdag ve Aslim, 2010]. Probiyotiklerin 6zellikle
organizmada, gerek saglikli bir gelisme gerekse hastaliklarin tedavisinde
antibiyotiklerin yerine, dogal biyolojik iiriinleri destekleyici alternatif {iriinler olarak
kullanilabilecegi Onerilmektedir. Bu sayede mikroflorada stabilite saglandigi gibi
disaridan alinan diger maddelerin (ilag, antibiyotik vb.) olumsuz etkilerinin de oniine

gecilmis olacag: ifade edilmektedir. Probiyotiklerin yalnizca tedavi amagli olmayip,
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tipta koruyucu amacli da kullanilabilecegini, ancak bunun i¢in seg¢ilecek suslarin
antibiyotiklere ve antifungal ilaglara diren¢li olmasinin énemli bir kriter oldugunu
rapor edilmektedir [Arroyo ve ark., 2010].Laktobasiler genelde kloramfenikol,
eritromisine duyarli ve streptomisin, kanamaysin ve neomaysin gibi antibiyotiklere
ise direngli olduklar1 ve antibiyotiklere olarn direngliliklerin tiir hatta larinda

farklilik gosterdigi bildirrilmektedir [Coppola ve ark., 2005; Zhou ve ark., 2005].

2.6. Antimikrobiyal Aktivite

Laktobasillerin  diger mikroorganizmalara karsi gosterdigi  antimikrobaiyal

aktivitenin farkli bazi mekanizmalar ile oldugu bilinmektedir. Bunlar:

1. Laktobasillerin karbonhidrat kaynaklarin1 fermente etmeleri sonucu; laktik ve
asetik gibi organik asitler iiretilmektedir. Bir¢ok mikroorganizma bu iiretilen organik

asitlere kars1 hassastir ve sonugta diisen pH’1 da tolere edememektedir.

2. Laktobasiller tarafindan aerobik gelisme esnasinda {iretilen H,O; bircok

mikroorganizma iizerine inhibitor etki gosterebilmektedir.

3. Baz1 laktobasiller tarafindan tiretilen ve “bakteriosin ve/veya bakteriosin benzeri
metabolitler” olarak isimlendirilen antimikrobiyal karakterli proteinler, ozellikle

yakin iligkili bakteriler {izerine inhibitor etki gdstermektedir.

4. Bazi laktobasiller tarafindan tiretilen, diasetil, alkol ve CO, gibi metabolitlerde

bazi mikroorganizmalar {izerine inhibitor etki gosterebilmektedir [Davidson ve

Hoover, 1993].

Bagirsak kokenli laktobasillerin antimikrobiyal 6zellige sahip oldugu rapor
edilmektedir [Arici ve ark., 2004]. Sindirim sisteminde bulunan laktobasiller
tarafindan tretilen laktik asitten dolayr pH’ nin diigmesi, patojen bakteriler iizerinde
bakterisidal veya bakteriyostatik etki yapmaktadir. Laktobasiller tarafindan iiretilen

bakteriyosinler, Staphylococcus aureus ve Clostridium perfringens gibi Gram pozitif
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bakterilere karsi, Salmonella typhimurium ve Escherichia coli gibi Gram negatif
bakterilerden daha etkilioldugu vurgulanmaktadir. Organik asitlerle beraber ortamda
bulunan hidrojen peroksit, bakterilere kars1 tek basina laktik asit veya H,O,’den daha
etkili oldugu bildirilmektedir [Lankaputhra ve Shah, 1998a; Lankaputhra ve Shah,
1998b].

Bagirsak mikroflorasinda bulunan probiyotik bakterilerin ¢esitli hastaliklara karsi
viicudu koruyucu etkisi bulundugu bilinmektedir. Son yillarda ¢ocuklarda artan
alerjik hastaliklar, ishal, kabizlik vb. rahatsizliklar nedeniyle ¢ocuk {iriinlerinde
probiyotik bakteri kullanimi ile ilgili ¢alismalar hiz kazanmistir.Onceleri
probiyotikler sadece gastrointestinal sistemde bulunan bakterileri dengede tutmak
amaci ile kullanilirken, yapilan klinik ¢alismalarla farkli yararlarinin oldugunu ortaya
konulmustur [Goldin ve Gorbach, 2008]. Yine yapilan arastirmalar sonucunda
Lactobacillus rhamnosus kiiltiirii iceren yogurt ile standart yogurt arasinda goriiniis,
tat, aroma, yap1 vb. duyusal 6zellikler bakimindan bir fark bulunamamistir [Hekmat

ve Reid, 2006].

2.7. Ekzopolisakkarit Uretimi

Ekzopolisakkaritler (EPS) dallanmis tekrarli seker birimlerini ve seker tiirevlerini
iceren uzun zincirli polisakkaritlerdir. Cesitli mikroorganizmalar tarafindan
tiretilmekte olan bu bilesikler laktik asit grubuna dahil olan birgcok mikroorganizma
tarafindan {retilmektedir. Sekil 2.6’deL. lactis’de EPS’nin biyosentetik yolu
gosterilmistir [Karaca, 2010]. Farkli LAB’den iiretilen EPS’lerin komposizyonlari,
tic boyutlu yapilari, sertlik, biyokimyasal ve biyofiziksel 6zellikleri, seker baglari,
polimer uzunlugu, seker icerikleri, polimer dallanmalari, proteinlerle iliskileri de

birbirinden farklidir [Kleerebezem ve ark., 2002; Welman ve Maddox, 2003].
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Sekil 2.6. L. lactis’de EPS’nin biyosentetik yolu [Karaca, 2010].

Bakteriyel polisakkaritlerin varligi ve rolleri ilk olarak tibbi incelemelerde ortaya
konmustur. Ancak, EPS’lerin varlig1 virulent karakterli bakterilere 6zgiil olmadig:
belirlenmistir. Fiziksel ve kimyasal yoldan ortadan kaldirilan polisakkaritlerin bakteri
cogalmasini etkilemeksizin tekrar olustugu bildirilmistir. Polisakkaritler iiretici suslar
tarafindan karakterize edilemediklerinden enerji kaynagi olarak da kullanilamazlar

[De Vuyst ve Degeest, 1999].

Mikrobiyal — kaynaklardan elde edilen EPS'ler homopolisakkaritler  ve
heteropolisakkaritler =~ olmak  iizere iki  grupta  smflandirilmaktadirlar.
Homopolisakkaritler bir tip monosakkaritin tekrarlanan birimlerini igermekte olup
glukanlar ve fruktanlar olmak iizere 2 biiylik gruba ayrilmaktadir. Leuconostoc
mesenteroides gibi bazi LAB tarafindan iiretilmektedirler. Heteropolisakkaritler ise
oligosakkaritlerin ¢oklu kopyalarindan yapilmis olup her bir tekrarli birimde iki ya
da daha farkli monosakkarit ihtiva etmekte ve L. lactis subsp. lactis, L. delbrueckii
spp. bulgaricus,Streptococcus  thermophilus gibi  birgok LAB tarafindan

uiretilmektedirler [ Akinterinwa ve Cirino, 2008].
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EPS molekiillerinin, antibiyotiklere ve toksik maddelere kars1 hiicreleri kurumadan,
fagositozdan ve faj etkisinden korudugu, yiiksek oksijen gerilimi sagladigi ve yiizey
tutunmasinda yapistirict isleve sahip oldugu bilinmektedir [Cerning ve ark., 1992;
Fukuda ve ark., 2010]. EPS’lerin immiin sistemi destekledigi, antitiimoral ve
kolesterol disiiriicii aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir [Bouzar ve ark., 1996;
Welman ve Maddox, 2003].EPS, bagirsak epitel dokusu ile bagirsak florasinda
bulunan bakteriler arasinda bir bag meydana getirir. Dolayisiyla EPS iiretebilen
suglar epitele yiikksek kapasitede yapisma Ozelligine sahiptirler [Boke,
2005].Kolesterol disiiriicii aktivitesinin yaninda immiin diizenleyiciligi EPS’nin
saglik i¢in yararli 6zelliklerinden birkagidir [Chabot ve ark., 2001; Makino ve ark.,
2006].

EPS’ler gida sanayinde de yayin olarak kullanilmaktadir. Gidalarda tiiketiciler, genel
olarak diisiik seker ve yag icerikli ve az miktarda ek katki maddesi igeren diisiik
maliyetli tiriinleri tercih etmektedirler. Bu nedenle, LAB’ye ait EPS alternatif olarak
goriilmiistiir. Ozel tadi olmayan fermente siit iiriinlerinin kivamlarmi, yapilari
tyilestirmek amaciyla kullanilabilecegi bildirilmektdir. EPS aym1 zamanda siit
iriinlerinin raf dmriinii arttiran bir bilesik olarakta kullanilmaktadir [Kleerebezem ve
Hugenholtz, 2003; Kleerebezem ve ark., 2002; Welman ve Maddox, 2003;

Kleerebezem ve ark., 1999].

2.8. Asit ve Safra Direngliligi

Yararli bagirsak islevleri olan probiyotik bakterilerin midenin asidik ortamindan
gecerken hayatta kalmasi gerekmektedir. Saglikli insanlarda beslenme ile degismekle
beraber, mide pH’1 yaklasik 2-2,5°dir. Laktobasiller, mide asitligine, safra tuzuna ve
lizozim enzimine diger bakterilere gore daha dayaniklidir. Lactobacillus acidophilus
ve L. gasseri asidik sartlar altinda en az 90 dakika canli kalabildigi belirtilmektedir.
Bu siire de bagirsaktaki aktif yere ulagmasi igin yeterli bir stiredir [Huang ve Adams,
2004].
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Laktik asit bakterilerinin karbonhidrat kaynaklarin1 fermente etmeleri sonucu; laktik
ve asetik gibi organik asitler iiretilmektedir. Bu 6zellik, probiyotik organizmalarin en
onemli se¢im kriterlerinden biri olan, pH’nin 1,5’¢ kadar diisebildigi midede ve
asidik {riinlerde bakterilerin canli kalabilme kabiliyeti kazandirmaktadir [Shah,
2001]. Probiyotik bakterilerin karsisindaki bir diger engelde safra tuzlart ve
pankreatin iceren ince bagirsak sisteminde hayatta kalabilmeleridir [Huang ve
Adams, 2004].Istenilen, probiyotik organizmalarin bagirsakta bulunmasi1 ve mide
asitliginde canli kalabilmesidir [Shah, 2001]. Safra, bakterilerin biiylik oranda lipit ve
yag asidi i¢eren hiicre membranina zarar vererek antimikrobiyal etkiye sahiptir

[Darilmaz ve Beyatli, 2011b].

2.9.Agregasyon ve Hidrofobisite

Laktobasillerin mide-bagirsak yolunda yasama diizeylerini ve kolonize olmalarini
arttirlp, ylizeye ve birbirlerine yapisarak biyolojik bir bariyer olusturmalarin
saglayan agregasyon, toplanma, bir araya gelme, kiimelesme anlamina gelmektedir.
Agregasyon, ayni tiire ait mikroorganizmalarin birbirlerine tutunmasi olarak ifade
edilen otoagregasyon ve farkli tiire ait iki mikroorganizmanin birbirine tutunmasi
olarak ifade edilen koagregasyon olamak {izere iki sekilde meydana gelmektedir.
Koagregasyonun, patojenlerin doku reseptdlerine girisini engelleyen ve
laktobasillerin ortamda bulunmasi ile patojenlerin epitel hiicrelere tutunmasin
onlemede alternatif oldugu diistiniilmektedir [Tuo ve ark., 2013]. Koagregasyonda
probiyotik  bakteriler, patojenlere yapisarak patojen mikroorganizmalarin
gelisimlerini Onler. Laktobasil tiirleri koagregasyon ozellikleri ile patojenlerin
kolonizasyonunu 6nledigi rapor edilmistir [Schachtsiek ve ark., 2004]. Bakterilerin
agregasyon ve koagregasyon Ozelliklerine sahip olmasi, bulundugu hiicrelere
tutunma ve dominant olarak kolonize olmasini saglayacagindan 6zellikle probiyotik

agidan onemli bir kriterdir [Vlkova ve ark., 2008].

Bakterilerin farkli maddelere tutunmasinda oncelikle hiicre yilizeyinin fizikokimyasal
ozellikleri etkili olmaktadir. Ayrica, hiicre tutunmasi ile pozitif iligskisi olan

hidrofobisite, hemagliitinasyon gibi karakterlerle de hiicre yiizeyinin fizikokimyasal
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ozelliklerini  belirlenmesinde  kullanilabilecegi belirtilmektedir. ~ Streptokoklar,
laktobasiller ve bifidobakterilerin hiicretutunmasi ile hiicre yiizey hidrofobisitesi
arasinda pozitif bir iliski oldugu gézlemlenmistir [Jara ve ark., 2011]. Agregasyon ile
hidrofobisite arasinda dogrudan bir iliski olmadigmma ragmen epitel yiizeye
tutunmada agregayon ile beraber hidrofobisitenin de gerekli oldugu, belirlenmektedir

[Schachtsiek ve ark., 2004].

2.10. Kolesterol Giderimi

Kolesterol insanlardaki en yaygin steroldiir ve viicutta belirli sayida, bir grup isleve
sahiptir. Biitiin hiicre zarlarinin bir bilesenidir ve safra tuzlari, steroid hormonlar ve
D vitamininin Onciil maddesidir. Kolesterol, yiyeceklerden alinir veya viicut
tarafindan sentezlenir. Kolesterol daha ziyade, fegesle atilarak safra asitlerine
doniislir veya safra icine salgilanarak, atilmak iizere bagirsaga tasinir. Bargisaktaki
kolesteroliin bir kismi1 atilmadan 6nce bagirsaktaki bakteriler tarafindan degistirilir.
Bu sekilde olusan baslica bilesikler, kolesteroliin indirgenmis tiirevleri olan
koprostanol ve kolestanoldiir. Bu ti¢ bilesik (kolesterol, koprostanol ve kolestanol)

noétral digkr sterollerini olsutururlar [Champ ve Harvey, 1997].

Kolesterol tiim viicut dokularina gerekli olmasina ragmen, kanda bulunan yiiksek
seviyede kolesterol, koroner kalp hastaliinin neden olabilir. Kan kolesterol
seviyelerini diistirmek ic¢in uygulanan en son tedavi yontemleri arasinda, perhiz
uygulamasi, diizenli egzersiz ve ilag¢ tedavisi yer almaktadir [Jones ve ark., 2004].
Kandaki yiiksek kolesterol seviyelerinin diigiiriilmesi i¢in perhiz uygulamalarinda
yeni yaklasim olarak probiyotik bakterilerin kullanimi 6nerilmekktedir [Nguyen ve
ark., 2007]. Laktik asit bakterilerinin kolesterol diisiiriicii fonksiyonunun
mekanizmasinin safra tuzu hidrolaz (BSH) enzim aktivitesi ile safra tuzlarinin
dekonjuge etmesi, dekonjuge safra tuzlari ile kolesteroliin presipite edilmesi,
kolesteroliin hiicre ylizeyine tutunmast ve kolesteroliin farkli bir form olan

koprostanole gevrilmesi oldugu ifade edilmektedir [Corzo ve Gilliland, 1999].

Bagirsak mikroorganizmalari tarafindan safra tuzlarmin dekonjugasyona ugramasi,
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serum kolesterol seviyelerinin diisiiriilmesi bakimindan ¢ok onemlidir [Corzo ve
Gilliland, 1999]. Safra tuzlar1 ince barsaga besinlerle alinan yaglarin,
kolesteroliin,hidofobik vitaminlerin ve yagda ¢oziinen diger bilesiklerin emiliminde
yardimc1 olmak {izere yayilirlar. Safra tuzlarmin %97'si ince bagirsakta geri
emilerek enterohepatik dongii ile karacigere geri doner. Safra tuzlarinin ¢ok az bir
kismi ise geri emilmeyerek, serbest safra asitleri seklinde feces vasitasiyla vucuttan

atilir [Tanaka ve ark, 1999].

Safra asitlerinin dekonjugasyonunun, kolesterolun bagirsak kanalindan daha az
emilmesine yol actig1, enterohepatik dongiiyle karacigere donen safra asidi miktarini
azaltarak, karacigerdeki safra aside iiretimini artirdigi, bagirsaklarda meydana gelen
asidik ortamda kolesteroliin serbest safra asitleriyle ¢okelmesini saglamak suretiyle
serum kolesterol seviyelerinin azalmasina yardimer oldugu diistiniilmektedir [Corzo

ve Gilliland, 1999].
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

Aragtirma, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoteknoloji Laboratuvari kiiltiir
koleksiyonuda bulunan, anne siitii ile beslenen yeni dogan bebeklerin digkisindan
izole edilen ve 16S rDNA boélgesine gore molekiiler tanimlamalar1 yapilan laktobasil
cinsine ait 15 adet bakteri ile yiiriitiilmiistiir. Calismada kullanilan bakteriler Cizelge

3.1 gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan bakteri tiir adlar1 ve kodlari

Tiir ismi KoduBakteri
Lactobacillus casei LB17
Lactobacillus casei LB19
Lactobacillus casei LB74
Lactobacillus casei LB61
Lactobacillus casei LB64
Lactobacillus casei LB83
Lactobacillus casei LB68
Lactobacillus casei LB65
Lactobacillus casei LE4
Lactobacillus casei LB49
Lactobacillus casei LB23
Lactobacillus casei LE7
Lactobacillus casei LB6
Lactobacillus brevis LB63
Lactobacillus fermentum LB16
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3.1.1. Calismada kullamilan besiyerleri ve ¢ozeltiler

Ekzopolisakkarit (EPS), hidrojen peroksit iiretimleri, antibiyotik duyarliliklari, asit
direnci, safra toleransi, otoagregasyon-koagregasyon, hidrofobisite ve kolesterol
giderimi ¢alismalarinda bakterileri kiiltiirlerini gelistirmek i¢in MRS (Man Rogosa
and Sharpe, Cizelge 3.2) sivi besiyeri, antimikrobiyal aktivite ve koagregasyon
caligmalarinda patojen mikroorganizma kiiltiirlerini gelistirmek ig¢in ise nutrient sivi
besiyeri (Cizelge 3.3) kullamilmistir. Bakterilerin laktik asit {iretimlerinin
belirlenmesinde MRS ve %10’luk skimmilk besiyerleri olmak tizere iki farkli besi

yeri kullanilmistir [De Man ve ark., 1960].

Cizelge 3.2. MRS [Man Rogosa and Sharpe] S1vi Besiortami

Maddeler Miktar (g/L)
Pepton 10,00
Beef Eksrakt 10,00
Yeast Ekstrakt 5,00
Glikoz 20,00
KoHPO, 2,00
Sodiyum Asetat.3 H, O 5,00
Tri Amoniyum Sitrat 2,00
MgS0O,.7 H,O 0,20
MnSQO,.4 H,0O 0,05
Tween 80 1,08 mL

MRS besiyerleri i¢in maddeler tartilarak distile su ile 1000 mL’ye tamamlanmis ve 1
M HCI ve 1 M NaOH ile pH 6,2’ye ayarlanarak otoklavda 121°C’de 15 dak steril
edilmistir [Halkman, 2005].
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Cizelge 3.3. Nutrient s1v1 besiyeri

Maddeler Miktar (g/L)
Beef Ekstrakt 1
Yeast Ekstrakt 2
Pepton 5
Sodyum Klorit 5

Nutrient s1v1 besiyeri i¢in maddeler tartilarak distile su ile 1000 mL’ye tamamlanmis
ve besi ortaminin pH’s1 1 M HCI ve 1 M NaOH’le 6,8’ye ayarlanmistir. Kat1 besiyeri
hazirlamak i¢in besiyerine %]1,5 oraninda agar (Merck) eklenmistir. Otoklavda

121°C’de 15 dak steril edilmistir [Halkman, 2005].
Calismalarda kullanilan fosfat tamponu i¢in Cizelge 3.4’da verilen maddeler
tartilarak distile su ile 1000 mL’ye tamamlanmistir. pH’s1 1 M HCl ve 1 M NaOH’le

7,0’ye ayarlandiktan sonra otoklavda 121 °C’de 15 dak steril edilmistir.

Cizelge 3.4. Fosfat tamponu

Maddeler Miktar (g/L)
NaCl 8,00
K,HPO, 1,21
KH,PO, 0,34

Hidrojen peroksit calismalarinda kullanilan 0,1 M Asetat tamponu i¢in 13,608 g
sodyum asetat tartilarak distile su ile 1000 mL’ye tamamlanmis ve 1 M HCIl ve 1 M
NaOH kullanilarak pH s14,5' e ayarlanmistir.

3.1.2. Arastirmada kullanilan test bakterileri

Calismada test bakterileri olarak Escherichia coli ATCC 11229, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Salmonella enteritidis
ATCC 13076, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Salmonella typhimurium
MUS8O0 kullanilmistir.
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3.2. Metot

3.2.1. Bakterilerin aktiflestirilmesi ve gelisme ortamlari

Laktobasil bakteri kiiltiirleri MRS besiyerine %2 oraninda asilandiktan sonra
37°C’de aerobik kosullarda 16—18 saat gelistirilmistir. Antimikrobiyal aktivite
caligmalarinda kullanilan patojen mikroorganizmalar nutrient besiyeri igerisinde
37°C’de 24 saat gelistirilmistir. Yapilan tiim calismalarda iki kez aktiflestirilmis

kiltirler kullanilmstir.

3.2.2. Bakterilerin muhafazasi

Bakterilerin muhafazas1 icin 1,5 mL’lik agz1 kapakli tiiplere 0,4 mL gliserol
konularak, 121°C’de 15 dak otoklavda steril edilmistir. Bakteriler MRS sivi besi
ortaminda iki kez ardi ardina aktiflestirilmistir. Aktiflestirilen kiiltiirlerden 0,6 mL
gliserol igeren steril agzi kapakli tiiplere ilave edilerek, -80°C ve -20°C’de paralelli
olarak muhafaza edilmistir. Muhafazaya alinan stoklar iki ayda bir yenilenmistir

[Okereke ve Montville, 1991].

3.2.3. Kiiltiirlerin farkh besiyerlerindeki pH ve yiizde asit iiretimlerinin

belirlenmesi

Aktif laktobasil bakterisi kiiltiirleri skimmilk (SM) ve MRS siv1 besi yerlerine %2
oraninda asilanmis ve inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiir
besiyerinin pH degerleri Metler Toledo marka pH metre ile Ol¢lilmiistiir. pH
degerleri 6lgiilen 10 mL’lik kiiltiir, distile suyla 100 mL’ye tamamlanmustir. 250 mL
cam erlene aktarilan karisgim {izerine 2-3 damla fenol fitaleyn renk indikatorii
damlatilarak 0,1 M NaOH (Merck) cozeltisi ile titre edilmistir. Harcanan NaOH
miktarina bakterilerin tirettigi asit titre edilebilir yiizde asitlik olarak hesaplanmistir

[Demirci ve Giindiiz, 1994].
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3.2.4. Hidrojen peroksit iiretimi

Laktobasil bakteri Kkiiltiirlerinin hidrojen peroksit iiretimi Gilliland [1969]’1n
metoduna gore spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Aktif suslardan 10 mL’lik
MRS siv1 besiyeri %2 oraninda inokiile edilerek, 37°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyon sonunda drneklerin pH’s1 1 M HCl ile 4,5’e ayarlanmustr.
0,1 M Asetat tamponundan 2 mL eklenmis ve 20 mL distile su ile seyreltilmistir.
Ornekler 5000 rpm’de 10 dak santrifiij edilerek, Whatman 42 no’lu filtre kagidi ile
stiziilmustiir. Siiziilen sividan 5 mL alinarak 1 mL distile su igeren tiipe konulmus ve
0,1 mL o-dianisidin ilave edilmistir. Bir baska tiipe de siiziilen sividan 5 mL alinarak
tizerine 1 mL horseradish peroksidaz, 0,1 mL o-dianisidin soliisyonlar1 konulmustur.
Tiipler iyice karistirilarak oda sicakliginda 10 dak bekletilmistir. inkiibasyon
sonrasinda 0,2 mL 4 M HCI ile reaksiyon durdurularak renk sabitlenmistir. HCI
eklenmesinden 5 dak sonra her bir Ornegin 400 nm dalga boyunda
spektrofotometrede (Digilab Hitachi U-1800) olgtimleri gergeklesmistir. Sonuglar
standart egri ile karsilagtirilarak, hidrojen peroksit miktarlart pg/mL  olarak

saptanmistir.

Standardin hazirlanmasi; 0,01 M asetat tamponun (pH 4,5) i¢cinde mL’de 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9 ve 10 pg Hy0, igeren 10 mL’lik ¢ozeltiler hazirlanmigtir. 5 mL’lik
hazirlanan her bir ¢ozeltinin {lizerine 1 mL horseradish peroksidaz, 0,1 mL o-
dianisidin soliisyonu ilave edilmistir. Korv olarak; 5 mL 0,01 M asetat tamponu, 1
mL horseradish peroksidaz, 0,1 mL o-dianisidin soliisyonlar1 kullanilmigtir. Tiipler
lyice karistirilarak oda sicakliginda 10 dak bekletilmis ve 0,2 mL 4 M HCI (5 dak
bekletilmistir) ile reaksiyon durdurularak renk sabitlenmistir. Her bir standardin 400
nm dalga boyunda spektrofotometrede 6lgiimleri gergeklestirilerek hidrojen peroksit
standart kurve ¢ikarilmistir. Standart kurve den 1 pg/mL hidrojen peroksite tekabiil
eden hidrojen peroksit hesaplanmistir (Sekil 3.1).
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y = 0,0041x - 0,0102
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Sekil 3.1. H,O, standart egrisi

Kullanilan Cozeltiler:

Horseradish Peroksidaz Soliisyonu
Distile Su 1 mL

Horseradish Peroksidaz 1 mg

Horseradish peroksidaz soliisyonu 1: 100 oraninda distile suda seyreltilerek

kullanilmistir.

O-dianisidin Soliisyonu

%1°lik O-dianisidin soliisyonu metanol’de hazirlanmistir.

0,01 M Asetat Tamponu

1: 100 oraninda seyreltilerek hazirlanmistir.
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3.2.5. Antibiyotik duyarhhk

Calismada, klinikte bebeklerin tedavilerinde yaygin olarak kullanilan antibiyotikler
kullanilmistir. Suglarin  antibiyotik duyarliliklar1 disk difiizyon yontemi ile
belirlenmistir [Warminska ve ark., 2002]. Bakterilerin penisilin (10 unit), amoksisilin
(30 pg), vankomisin (30 mcg), azitromisin (15 pg), teikoplanin (30 pg), eritromisin
(15 pg), streptomisin (10 pg), gentamisin (10 pg), kloramfenikol (30 pg),
siprofloksasin (5 pg) antibiyotiklerine duyarliliklar1 test edilmistir. Izole edilen
laktobasiller, 37°C’de iki kez ard arda aktiflestirilmistir. Steril sisteinli MRS kati
besiyerinden sterilpetri kaplarina 20 mL konulmus ve donmasi igin oda sicakliginda
bekletilmistir. 0,5 Mac Farland bulanikliligina esdeger olarak ayarlanan aktif
kiiltiirlerden, donan besiortami iizerine 100 pL aktarilmis ve steril drigalski ile
besiortami iizerine homojen bir sekilde yayilmistir. Antibiyotik diskleri, petri
kutusunun kenarindan 10 mm ve birbirinden 15 mm uzaklikta olacak sekilde steril
olarak besiortaminin {iizerine yerlestirilmis ve 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda antibiyotik disk gevresinde olusan zonlarin ¢api
kumpas ile milimetrik olarak Olglilmiistiir. Sonuglar Klinik ve Laboratuvar
Standartlar1 Enstitiisii (CLSI-Clinical and Laboratory Standards Institute) kriterlerine
degerlendirilmistir[CLSI, 2011].

3.2.6. Antimikrobiyal aktivite

Calismada kullanilan laktabasilsuslarinin antimikrobiyal aktivitesinin
belirlenmesinde kuyu difiizyon yontemi kullanilmistir [Reinheimer ve ark., 1990;
Gonzalez ve ark., 2007]. Bakteriler37°C’de iki kez ard arda aktiflestirilmistir. 10°
kob/mL’lik aktif kiiltiirler 5000 rpm’de 15 dak santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda
olusan berrak kisim (siipernatant) steril sartlar altinda 0,45 pm’lik disposible filtre ile
mikrofiltrasyon yolu ile sterilize edilmistir. Test bakterileri (Escherichia coli
ATCC11229, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria monocytogenes ATCC
7644, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Salmonella typhimurium MUSO ve
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) Nutrient sivi besiortaminda 24 saat uygun

sicakliklarda aktiflestirilip, aktif kiiltirlerin hiicre yogunluklari 0,5 Mac Farland
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standardina gore ayarlanmistir. Aktif laktobasil kiiltiirlerinden steril petri kabi
tizerine 100 pL aktarilmistir. Bu islemden sonra daha 6nceden hazirlanip 121°C’de
15 dak otoklavda steril edilen ve yaklasik olarak 50°C’ye kadar sogutulan Nutrient
kat1 besiyeriden her petri kabina 20 mL ilave edilmistir. Daha sonra, besi ortami ve
petri kab1 zeminine inokiile edilen test bakterilerinin homojen bir sekilde karigmasi
saglanmistir. Homojenlik saglandiktan sonra petri kabi igerisindeki Nutrient kati
besiyerinin donmasi igin 2 saat buzdolabinda bekletilmistir. Donan kat1 besiyeri
lizerinde 6 mm c¢apindaki steril ¢ubukla kuyular agilarak, kuyularin tabanlari steril
agarla stvanmistir. Bu kuyulara laktobasil suslarinin siipernatantindan 100 uL ilave
edilmis ve 37°C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda kuyu
cevresinde olusan zonlarin ¢ap1 kumpas ile Ol¢lilmiistiir ve ¢cap Olglimleri milimetrik

olarak verilmistir.

3.2.7. Ekzopolisakkarit (EPS) iiretimi

Laktobasiler, 37°C’de iki kez ard arda MRS sivi1 besi ortamindaaktiflestirilmistir.
Aktif kiiltiirlerin optikal yogunluklari spektrofotometrede (Digilab Hitachi U-1800)
600 nm dalga boyunda 0,600’e ayarlanmistir. OD degerleri ayarlanan bakterilerden 5
mL’lik MRS sivi besi ortamlarina ikiser paralelli olarak %?2 oraninda inokiile
edilerek, 37°C°de 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda kiiltiirlerden 1 mL
ependorf tiiplerine almarak, 100°C’de 15 dak kaynatilmistir. Ornekler oda sicakligina
geldikten sonra {izerine %0,17 oraninda %85°1ik Trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi
eklenmis ve 13,000 rpm’de 25 dak santrifiij edilmistir. Siipernatant temiz bir
ependorf tiipiine alinarak tizerine esit hacimde etanol eklenerek 15 dak 13,000
rpm’de santrifiij edilmis ve EPS’nin presipite olmasi saglanmistir. Pelletler 1 mL
steril distile suda c¢oziildiikten sonra tiretilen EPS miktarinin tayini i¢in fenol stilfiirik

asit metodu uygulanmistir [Torino ve ark., 2001].



32

Fenol siilfirik asit metodu:

Orneklerin iizerine 0,5 mL fenol (Sigma) ve 5 mL siilfirik asit (Merck) hizli bir
sekilde eklenerek oda sicakliginda 10 dak bekletildikten sonra iyice karigtirilarak
30°C’de 20 dak bekletilmistir. Orneklerin optik yogunluklar1 490 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak Olgiilmiistiir. Kiiltlirlerin  tirettigi EPS  miktarlarini
hesaplamak i¢in 5-100 mg/L arasinda degisen oranlarda glikoz (Merck) ¢ozeltisi
kullanilarak standart ¢ikarilmis ve bu standarda gore iiretilen EPS miktar1 mg/L

cinsinden belirlenmistir (Sekil 3.2) [Dubois ve ark., 1956].

04
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

y =0,0041x - 0,0102
R2=0,9976

OD (490nm)

0 20 40 60 80 100
mg/L (EPS)

Sekil 3.2. EPS standart egrisi

3.2.8. Farkh pH degerlerine tolerans

Suslarinin asit direnglilikleri Chung ve ark [1999]’nin metoduna gore belirlenmistir.
37°C’de iki kez ard arda MRS s1v1 besi ortaminda aktiflestirilen kiiltiirlerin optikal
yogunluklar1 spektrofotometrede (Digilab Hitachi U-1800) (600 nm) 0,600’e
ayarlanmistir. OD degerleri ayarlanan bakterilerden %2 oraninda, pH’s1 4 M HCI
(Merck) ile 2, 3, 4 ve 5’¢ ayarlanan MRS s1v1 besiyerlerine inokiile edilerek 37°C’de
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inkiibe edilmistir. Hiicre gelisimi 24 saat sonrasinda spektrofotometrede (Digilab
Hitachi U-1800) 600 nm de Ol¢iilmiistiir. Elde edilen OD degerleri kontrol grubu
(pH’s1 6,2 olan MRS s1v1 besiyerinde gelisen kiiltiiriin yogunlugu) ile karsilagtirilarak

farkli pH degerlerinin suslar lizerindeki ylizde canlilik degeri hesaplanmustir.

%Canlilik: OD;1/OD,x100

OD;: Bakterilerin farkli pH ortamlarindaki yogunluklari
OD;: Kontrol

3.2.9. Farkh safra konsantrasyonlarina tolerans

37°C’de iki kez ard arda MRS sivi besi ortaminda aktiflestirilen laktobasil
kiiltirlerinin optikal yogunluklar1 spektrofotometrede (Digilab Hitachi U-1800) 600
nm’de 0,600’e ayarlanmistir. OD degerleri ayarlanan bakterilerden %2 oraninda, %0
(kontrol), %0,06, 0,15 ve 0,30 oranlarinda safra (Sigma) iceren MRS sivi
besiyerlerine inokiile edilerek 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Hiicre gelisimi 24
saat sonrasinda spektrofotometrede (Digilab Hitachi U-1800) 600 nm de
Ol¢iilmiistiir. Elde edilen OD degerleri kontrol grubu (safra icermeyen MRS sivi
besiyerinde gelisen kiiltlirlin  yogunlugu) ile Kkarsilastirilarak farkli  safra
konsantrasyonlarinin suglar tizerindeki ylizde canlilik degerleri hesaplanmistir

[Chung ve ark., 1999].

%Canlilik: OD1/OD,x100

OD;: Bakterilerin farkli safra ortamlarindaki yogunluklari

OD,: Kontrol
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3.2.10. Otoagregasyon

Otoagregasyon yeteneklerinin belirlenmesinde EPS iiretimleri yiiksek olan
Lactobacillus casei LB74 ve L. casei LB61suslar1 kullanilmistir. Bakteriler MRS sivi
besiyerinde 37°C de 18-20 saat aktiflestirilmistir. Aktif kiiltiirler 10 000 rpm’de 15
dak santrifiij edilmistir. Elde edilen pellet, iki defa fosfat tamponu (PBS) ile
yikanmis ve pellet yine PBS igerisinde slispanse edilmistir. Yikanan kiiltiirlerin optik
yogunluklar1 600 nm dalga boyunda spektrofotometrede (Digilab Hitachi U-1800)
0,600°¢ ayarlanmigtir. 4 saat oda sicakliginda hareket ettirilmeden bekletilen
slispansiyonun iist fazindan alinan 6rnegin optik yogunlugu 600 nm’de Slgiilmiistiir.
Kiiltiirlerin ~ ylizde otoagregasyon degerleri [1-(Austteki siispansiyon/Atoplam  bakteri

siispansiyonu) | X 100 formiiliine gore hesaplanmustir [Collado ve ark., 2008].

3.2.11. Koagregasyon

Suslarin koagregasyon yeteneklerinin belirlenmesinde yiiksek EPS iiretimi gdsteren
2 adet laktabasil (LB74 ve LB61) ve Escherichia coli ATCC 11229,
Salmonellaenteritidis ATCC 13076 ve Listeria monocytogenes ATCC 7644 test
bakterileri kullanilmistir. Laktobasillerin ve test bakterilerinin optik yogunluklar1 600
nm’de 0,600’e ayarlanmigtir. Laktobasiller ve test bakterilerinden esit hacimlerde
cam deney tiiplerine alinmis ve homojen bir karisim elde edilmistir. Karisik
siispansiyonun optik yogunlugu da 600 nm’de oOl¢iilmiistiir. Bu siispansiyon oda
sicakliginda 4 saat inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda karisimin optik
yogunlugu yine 600 nm’de Ol¢iilmiistiir. Kiiltiirlerin %koagregasyon yetenekleri

[(Atest bakterisi T Alaktobasil) - Z(Akarlsﬂ( siispansiyon)/ (Atest bakterisi + Alaktobasil) ]x100 formiiliine

gore hesaplanmistir [Collado ve ark., 2008].
3.2.12. Hidrofobisite
Suslarin hidrokarbonlara mikrobiyal tutunmasi Gusils ve arkadaslarina [2002]’a gore

belirlenmigtir. Suslar MRS s1v1 besiyerlerinde, 37°C’de 48 saat araliklarla ard arda
iki kez aktiflestirilmistir. Aktif kiiltiirler, 10 000 rpm’de 15 dak santriifiij edilmistir.
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Elde edilen pellet, iki kez fosfat tamponu (pH 7,2) ile yikanmis ve 0,1 M KNO3 (pH
6,2) tamponu i¢inde tekrar ¢oziilerek spektrofotometrede (Digilab Hitachi U-1800)
OD’si 600 nm de 0,06’ye ayarlanmistir (Ag). Bakteri siispansiyonundan 2 mL
almarak, 0,5 mL p-ksilen (polar olmayan nétral ¢oziicii), kloroform (monopolar
asidik c¢oziicii), etil asetat (monopolar bazik ¢o6ziicii) ve toluen (unipolar bazik
¢oziicli) hidrokarbonlarinin {izerine konularak oda sicakliginda 10 dak bekletilmistir.
Inkiibasyondan sonra ayrilan iki faz, 2 dak vorteks ile karistirilmis ve tekrar oda
sicakliginda 4 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra sulu fazin OD’si
spektrofotometrede (DigilabHitachi U-1800) 600 nm tekrar dlglilmistiir
(Aj).Laktobasil suslariin hidrokarbonlara mikrobiyal tutunma yiizdesi [(Ag — A1)/

Ap]x100 formiilii kullanilarak hesaplanmistir.

3.2.13. Kolesterol giderimi

Kolesterol giderimi EPS iiretimleri yiiksek olan Lactobacillus casei LB74 ve
Lactobacillus casei LB61suslarinda belirlenmistir. Kolesterol giderimi miktarlari
Gilliland ve arkadaslar1 [1985] tarafindan modifiye edilen Rudel ve Morris [1973]’in

“o-fitalaldehit” metodu lizerinde baz1 degisiklikler yapilarak belirlenmistir.

600 nm de optikal yogunlugu 0,600’e ayarlanan aktif kiiltiirlerinden 5 mL’lik 100
png/mL oraninda kolesterol ile %0,06, %0,15 ve 9%0,30 konsantrasyonlarinda safra
iceren MRS sivi  besiortammma %2 oraninda inokiile edilerek, 37°C’de
gelistirilmislerdir. Inokiilasyon yapilmamis 100 pg/mL oraninda kolesterol igeren
MRS s1v1 besiortami kontrol olarak kullanilmustir. Inkiibasyon sonunda &rnekler 10
000 rpm’de 20 dak santrifiij edilerek, elde edilen berrak kisma serbest hiicre ekstrakti
(SHE) ad1 verilmistir. Hiicre pelleti orijinal besiortamina esit hacimde distile su ile
stispanse edilmistir. SHE ve distile su ile siispanse edilen hiicre pelletindeki
kolesterol miktarinin belirlenmesi i¢in orneklerden 0,5 mL alinarak temiz tiiplere
dagitilmistir. Her bir 6rnek iizerine 3 mL %95’lik etanol ve 2 mL %50’lik KOH
eklenerek iyice karistirilmistir. Ornekler 60°C’lik su banyosunda 10 dak 1sitilmustir.
Sogutulan 6rneklerin tizerine 5 mL hekzan eklenmis ve 20 sn boyunca vorteks ile

iyice karigtirildikten sonra 3 mL distile su eklenerek tekrar karigtirilmastir.
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Odasicakliginda 15 dak bekletilerek, fazlarin ayrimi saglanmistir. Olusan hekzan
tabakasindan 2,5 mL temiz test tiiplerine alinmig ve 60°C’lik su banyosunda
bekletilerek hekzanin tamamen buharlastirilmasi saglanmistir. Her bir tiipiin iizerine
1 mL glasiyel asetik asit igerisinde 0,5 mg o-phthaldialdehyde igeren o-fitalaldehit
reagentan 4 mL eklenerek oda sicakliginda 10 dak bekletilmistir. Orneklerin {izerine
yavag¢a 2 mL saf siilfiirik asit eklenerek vorteks ile iyice karistirilmis ve oda
sicakliginda tekrar 10 dak bekletilmistir. 550 nm dalga boyundaki
spektrofotometrede 6rneklerin optikal yogunluklar1 6l¢iilmiistiir. Kolesterol giderimi
miktarlarmi belirlemek icin 10-150 pg/mL arasinda degisen oranlarda kolesterol
kullanilarak standart bir egri ¢ikarilmis ve bu standarda gore orneklerin kolesterol
miktarlar1 pg/mL olarak belirlenmistir (Sekil 3.3).

Kolesterol giderimi asagidaki formiile gore hesaplanmustir:

A=100-[(B/C)x100]
A: Kolesteroliin giderimi (%).
B: Inokiilasyon yapilan besi ortamindaki kolesterol miktar1 (ug).

C: Inokiilasyon yapilmayan (kontrol) besi ortamindaki kolesterol miktar1 (ug).

0.2 -

0,18 - y =0,001x + 0,0202
0,16 - R?= 0,997
0,14

0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

OD (550 nm)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

pg/mL (Kolesterol)

Sekil 3.3. Kolesterol standart egris
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3.2.14. istatistiksel analizler

Tiim c¢alismalarda ii¢ farkli paralelin ortalama sonuglar1 verilmistir. Istatistiksel
analizlerde SPSS Inc. Software (16.0 Versiyonu; SPSS Inc., Chicago, IL)
kullanilmistir. Pearson korelasyonuna gore, suslarin yiizde asit -EPS, yilizde asit-
hidrojen peroksit, hidrojen peroksit-antimikrobiyal aktivite, asit-antimikrobiyal

aktivite, EPS-antimikrobiyal aktivite arasinda korelasyon olup olmadigi incelenmistir.

Ayrica farkli pH ve safra konsantrasyonunun canlilik {izerindeki iligkiyi ve artan
safra konsantrasyonu ile kolesterol giderimleri arasindaki iliskiyi ortaya koymak

amactyla SPSS 16.0 bilgisayar programu ile regresyon analizi uygulanmistir.
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Kiiltiirlerin farkh besiyerlerindeki pH ve yiizde asit iiretimlerinin

belirlenmesi

Bakterilerin kiiltiirinliin skim milk (SM) ve MRS besiyerlerinde olusturdugu pH ve
urettigi ylzde asitlik degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir. Yapilan calismada SM
besiyerinde gelistirilen suslarin daha fazla asit {irettigi ve besiyerinin pH’sin1t MRS
besiyerindekine oranla daha fazla diistirdiigii gézlemlenmistir. Bu durumu ispatlamak
icin ¢ift ornekli T-testi ile istatistiksel analiz yapilmis ve iki besiyerindeki asit
tiretimleri arasinda anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir. Suslarin bu iki
besiyerindeki yiizde asit iliretimleri arasinda dogrusal bir korelasyon oldugu goriilmiis
ve 1=0,563 oldugundan bu iliski orta diizeyde anlamlidir (p<0,05). Yiiksek oranda
asit lreten suslarin bulundugu besiyerinin pH’sinin daha diisiikk oldugu goriilmiistiir.
Yiizde asit tiretimi arttik¢a besiyerinin pH’s1 diigmektedir. Son kiiltlir pH’s1 ile ylizde
asitlik arasinda ters yonlii bir korelasyon bulunmaktadir. r= -0,480 oldugundan bu

iligki zayif bir sekilde anlamlidir (p<0,05).

Her iki besiyerinde de yiizde asit iiretimi en yiiksek olan suslar Lactobacillus casei
LB74 (SM’de %2,79; MRS’de %1,50) ve L. casei LB61 (SM’de %2,72; MRS’de
%1,23) dir. En diisiik asit tiretimi ise L. casei LB83 susunda tespit edilmistir (SM’de
%1,05; MRS’de %0,45).



Cizelge 4.1. Laktobasillerin MRS ve SM besiyerlerindeki pH ve yiizde asitlikleri
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Skim Milk

Bakteriler pH % Asitlik pH % Asitlik
L. casei LB17 4,04+0,00 1,44+0,06 4,52+0,03 0,73+0,02
L. casei LB19 4,02+0,01 1,84+0,01 4,21+0,07 1,10+0,00
L. casei LB74 3,94+0,00  2.79+0,03 4,3340,00 1,50+0,13
L. casei LB61 3,98+0,01 2,72+0,03 4,17+0,02 1,23+0,07
L. casei LB64 3,98+0,01 2,1240,01 4,21+0,07 1,20+0,01
L. casei LB83 4,03+0,00 1,05+0,03 5,62+0,15 0,45+0,00
L. casei LB68 4,21+0,01 1,36+0,01 4,57+0,01 0,85+0,00
L. casei LB65 4,03+0,00 1,61+0,01 4,39+0,05 1,01+0,01
L. casei LE4 4,47+0,00 1,26+0,01 5,10+0,03 0,63+0,00
L. casei LB49 4,02+0,00 1,73£0,03 4,22+0,04 1,09+0,05
L. casei LB23 4,02+0,01 2,11+0,03 4,20+0,03 1,12+0,00
L. casei LE7 4,45+0,01 1,20+0,01 5,05+0,35 0,81+0,00
L. casei LB6 4,3140,01 1,35+0,03 5,04+0,01 0,82+0,02
L. brevis LB63 4,05+0,02 1,44+0,04 4,57+0,01 0,67+0,01
L. fermentum 3,67+0,04 1,61+0,01 4,39+0,05 1,03+0,00
LB16

4.2. Hidrojen Peroksit (H,0,) Uretimi

Spektrofotometrik olarak belirlenen laktobasil suslarinin olusturdugu hidrojen

peroksit iiretim miktarlar1 0,68 (L. casei LB17)-3,83 (L. casei LB74) pg/mL arasinda

degismektedir (Sekil 4.1). Genel olarak bir degerlendirme yapildiginda, yilizde

asitligi yiiksek olan suslarin hidrojen peroksit iiretimlerinin de yliksek oldugu tespit

edilmistir. Suslarin yiizde asitlikleri ve hidrojen peroksit liretimleri arasinda dogrusal

bir korelasyon oldugu goriilmiis ve r=0,634 oldugundan bu iliski orta diizeyde

anlaml1 bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.1. Laktobasillerin hidrojen peroksit {iretim miktarlart (ug/mL)

4.3.Antibiyotik Duyarhhk

Antibiyotik  duyarliliklarinin ~ belirlenmesi  bakterilerin ~ probiyotik  olarak
kullanilabilmesinde belirleyici bir o6zelliktir. Laktobasil suslari ile hiicre duvar
sentezini inhibe eden penisilin (10 unit), amoksisilin (30 pg), vankomisin (30 mcg),
azitromisin(15 pg), teikoplanin(30 pg) ve eritromisin (15 pg), protein sentezini
inhibe eden streptomisin (10 pg), gentamisin (10 pg), ve kloramfenikol (30 pg),
bakterilerin DNA giraz enzimini inhibe eden siprofloksasin (5 pg) antibiyotiklerine
duyarhiliklart disk difiizyon yontemine gore belirlenmis, sonuglar Klinik ve

Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii  (CLSI) standardina (Cizelge 4.2) gore
degerlendirilmistir (Cizelge 4.3).

Bakterilerin hepsinin streptomisin ve vankomisin antibiyotiklerine karsi direngli,
kloramfenikol, penisilin ve amoksisilin antibiyotiklerine karsi ise duyarli olduklari
belirlenmistir (Sekil 4.2). Protein sentezini inhibe eden streptomisin (%100),
gentamisin (%99), hiicre duvar sentezini inhibe eden vankomisin (%100) ve
teikoplanin(%98) antibiyotikleri, laktobasil suslarinin yiiksek direnglilik gosterdikleri
antibiyotikler olarak tespit edilmistir. Ayrica, suslarinin hiicre duvar sentezini inhibe
eden penisilin (%100), amoksisilin (%100), azitromisin(%98) ve eritromisin (%95),
protein sentezini inhibe eden kloramfenikol (%100)
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antibiyotiklerine ise duyarli olduklari bulunmustur. Resim 4.1°deL. casei LB61 ve L.

casel LB74 suslarinin antibiyotik duyarlilik sonuglari verilmistir.

Cizelge 4.2. CLSI kriterlerine gore antibiyotik duyarliliklarinin degerlendirilmesi

Etki Mekanizmasi Antibiyotik Direncli Orta duyarh | Duyarh
Hiicre Duvari Sentezi Inhibitdrii Penisilin (P) 10U <19 20-27 >28
Hiicre Duvar1 Sentezi Inhibitérii | Vankomisin (VA) 30mcg <14 15-16 >17
Hiicre Duvari Sentezi Inhibitorii | Amoksisilin (AMC) 30ug <13 14-17 >18
Hiicre Duvari Sentezi Inhibitérii | Azitromisin (AZM) 15ug <13 14-17 >18
Hiicre Duvari Sentezi Inhibitérii | Teikoplanin (TEC) 30ug <10 11-13 >14
Hiicre Duvari Sentezi Inhibitdrii Eritromisin (E) 15ug <I3 14-22 >23
Protein Sentezi Inhibitorii Gentamisin (CN) 10ug <12 13-14 215
Protein Sentezi Inhibitorii Streptomisin (S) 10ug <11 12-14 >15
Protein Sentezi Inhibitorii Kloramfenikol (C) 10ug <12 13-17 >18
DNA Giraz enzimi inhibitori Siprofloksasin (CIP) 5ug <15 16-20 >21

Resim 4.1. a: L. casei LB61 (1-Siprofloksasin 2-Eritromisin, 3-Gentamisin, 4-
Streptomisin) b: L. casei LB6 suslarinin antibiyotik duyarliliklart
(Gentamisin, Streptomisin, Amoksilin).
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Cizelge 4.3. Laktobasil suslarinin antibiyotiklere gosterdigi duyarlilik test sonuglar

Bakteriler

Antibiyotikler

. casei LB17
. casei LB19
. casei LB74
. casei LB61
. casei LB64
. casei LB83
. casei LB68
. casei LB65
. casei LE4
. casei LB49
. casei LB23
. casei LE7
. casei LB6
. brevis
LB63

L. fermentum
LB16
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Sekil 4.2.Laktobasil suslarmin antibiyotiklere gosterdigi %duyarlilik ve direnglilik

oranlari
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4.4. Antimikrobiyal Aktivite

Laktobasil suslarinin bebeklerde hastaliga neden olan patojen bakterilerden
(Escherichia coli ATCC 11229, Salmonella typhimurium MU 80, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Salmonella enteritidis
ATCC 13076 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) lizerine inhibisyon etkileri

agar difiizyon yontemine gore belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.4°de verilmistir.

Genel olarak sonuglar degerlendirildiginde;

Escherichia coli ATCC 11229 iizerinde antimikrobiyal aktivitenin en yiiksek oldugu
susun Lactobacillus casei LB68 (5,7 mm); en diisiik oldugu susun ise L. casei LB23
(2,8 mm) oldugu belirlenmistir ve L. casei LB49 susunda ise inhibisyon
goriilmemistir.L. casei LB23 ve LB61 suslarinin E. coli ATCC 11229 susu iizerine

gosterdigi inhibisyon etkisi Resim 4.2°de gosterilmistir.

Resim 4.2 a: L. casei LB23susunun b: L. casei LB61susunun E. coli test bakterisine
kars1 olusturdugu inhibisyon zonu.
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Cizelge4.4. Laktobasil suslarinin test bakterileri {izerinde olusturdugu inhibisyon zon

cap degerleri (mm).

Bakteriler
E. coli
Listeria
monocytogeness
Salmonella
enteritidis
Salmonella
Pseudomonas
aeruginosa
Staphylococcus
aureus

typhimurium

L. casei LB17 | 3,40+0,00 2,80+0,00 5,10+0,00 2,70£0,00 5,00+0,01 -

L. casei LB19 | 5,60+0,00 15,20+0,00 7,50+0,02 2,80+0,00 | 2,80+0,00 5,0040,00
L. casei LB74 | 4,80+0,01 - 5,20+0,00 2,80+£0,00 | 4,70+£0,00 | 2,70+0,00
L. casei LB61 | 5,20+0,00 21,80+0,00 7,00£0,00 5,40+0,00 5,00+0,00 3,40+0,00
L. casei LB64 | 5,20+0,00 12,60+0,00 8,90+0,00 6,90+0,00 5,30+0,00 6,00+0,00
L. casei LB83 | 3,50+0,00 - 2,704+0,00 3,80+0,00 | 2,90+0,00 | 2,70+0,00
L. casei LB68 | 5,70+0,00 16,70+0,00 | 2,80+0,00 | 2,80+0,00 | 2,80+0,00 | 7,30+0,00
L. casei LB65 | 4,60+0,00 16,60+0,00 5,20+0,00 | 7,20+0,00 | 9,30+0,00 | 4,80+0,00
L. casei LE4 4,60+0,00 14,60+0,01 7,30+£0,00 | 7,70+0,00 | 5,00+0,00 -

L. casei LB49 - 7,40+0,01 5,00+0,00 | 7,20+0,01 6,50+0,00 | 2,90+0,00
L. casei LB23 | 2,80+0,00 4,70+0,00 5,40+0,01 7,30+£0,00 | 5,50+0,00 | 4,70+0,00
L. casei LE7 4,90+0,00 7,30+0,00 5,70+0,00 | 9,60+0,01 7,10+0,03 -

L. casei LB6 5,20+0,00 5,20+0,00 5,50+£0,00 | 5,20+0,00 | 3,80+0,00 | 3,80+0,00
L. brevis

LB63 4,60+0,00 4,70+0,00 2,80+0,00 | 5,10+0,00 | 2,70+0,00 1,80+0,00

L. fermentum

LEiG 3,30+0,00 1,80 +0,00 2,80+£0,00 | 5,50+0,00 | 1,70+0,00 -

-2 inhibisyon yok

Laktobasil suslarinin %86,67’si Listeria monocytogenesATCC 7644 test bakterisine
kars1 inhibisyon etkisi gosterirken, en yiiksek inhibisyon etkisi L. casei LB61 (21,8
mm) susunda tespit edilmistir. Bu susun ayn1 zamanda denenen tiim test bakterileri

igerisinde en yliksek inhibisyon zonuna sahip oldugu gozlenmistir.

Salmonella enteritidis ATCC 13076 test bakterisi iizerine, laktobasil suslarinin hepsi

inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir. Bakterilerden maksimum inhibisyon
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etkisini L. casei LB64 (8,9 mm) susu gosterirken, en diisiikk inhibisyon etkisini L.

casei LB83 (2,7 mm) susu gostermistir.

Laktobasil suslarinin %100’ Salmonella typhimurium MU 80 test bakterisine karsi
inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenirken, en yiiksek inhibisyon etkisi 9,6 mm zon

cap1 olusturan L. casei LE7 susunda gozlenmistir.

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 test bakterisi tizerinde en biiyiikk zon gap
degeri 9,3 mm ile L. casei LB65 susunda, en kiigiik zon ¢ap degeri ise 1,7 mm ile L.

fermentum LB16 susunda goriilmiistiir.

Staphylococcus aureus ATCC test bakterisi lizerinde 4 sus (L. casei LB17, LE4,
LE7, L. fermentum LB16) inhibisyon géstermezken, diger suslarin inhibisyon ¢ap
degerleri 1,8 mm (L. brevis LB63) ile 7,3 mm (L. casei LB68) arasinda
degismektedir.

Antimikrobiyal aktivite ¢alisma sonucunda elde edilen sonuglara gore kiiltiirlerin
antimikrobiyal etkinligi susa gore degiskenlik gostermektedir. Antimikrobiyal
aktivitesi yiiksek olan bazi suslarin yilizde asit iiretimi de yiliksek olan suslardir.
Suslarin antimikrobiyal aktivitesi ile asit iiretimi ve hidrojen peroksit iiretimi
arasinda bir iligki olup olmadigini arastirmak i¢in korelasyon testi yapilmistir. Ancak,
bu analizler sonucunda antimikrobiyal aktivite, asit liretimi ve hidrojen peroksit

iretimi arasinda anlaml1 bir korelasyon tespit edilememistir.

4.5. Ekzopolisakkarit (EPS) Uretimi

Bakterilerin EPS iiretim miktarlari, fenol siilfiirik asit metodu ile spektrofotometrik
olarak tespit edilmis, buna gore tiim suglarin EPS miktarlarn Cizelge 4.5’de
verilmistir. Bu verilere gore suslarin EPS iiretim miktarlart 142,99-425,16 mg/L
arasinda degisiklik gostermistir. EPS {iretimi en yiiksek olan sus L. casei LB74’dur.
Diger yiiksek miktarda EPS iiretimi gosteren suslar ise, L. casei LB61 (383,99
mg/L), L. casei LB49 (369,19 mg/L) ve L. brevis LB63 (348,3 mg/L)’dir. EPS



46

tretimi en disik susun ise L. casei LB17 (142,99 mg/L) oldugu
belirlenmistir.Suslarin EPS iiretimi ile asit iiretimi arasinda yapilan istatistiksel

analizlerle anlamli bir iliski tespit edilememistir.

Cizelge 4. 5. Laktobasillerin ekzopolisakkarit iretim miktarlar1 (mg/L)

Bakteriler EPS (mg/L)
L. casei LB17 142,99+6,38
L. casei LB19 258,57+2,61
L. casei LB74 425,16+2,03
L. casei LB61 383,99+1,75
L. casei LB64 317,01+2,32
L. casei LB83 278,30+5,00
L. casei LB68 275,50+1,42
L. casei LB65 183,06+6,50
L. casei LE4 329,26+1,49
L. casei LB49 369,19+3,17
L. casei LB23 186,63+6,99
L. casei LE7 319,37+1,39
L. casei LB6 294,46+3.42
L. brevis LB63 348,30+2,13
L. fermentum LB16 326,63+3,81

4.6. Farkh pH Degerlerine Tolerans

Bakterilerin farkli pH degerlerine yiizde canliliklar1 spektrofotometredeki hiicre
yogunluklarina goére belirlenmistir (Cizelge 4.6). Ortamdaki asitlik orani arttikca,
bakterilerin optikal yogunlugunda ve canliliklarinda 6nemli oranda diisme meydana
gelmistir. Suslarin pH degerindeki azalmaya bagl olarak optikal yogunluklarindaki
azalma arasindaki korelasyon regresyon analizi ile belirlenmis ve multipli R
degerleri 0,75’den yiiksek ¢iktigindan gii¢lii bir korelasyon oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 4.6).

Suslarin genelinde pH 2’de yogunlugunun diistiigli ancak yine de canliliklarini
koruduklar1 gézlenmistir. pH 2’de suslarin asit direngliligi degerlendirildiginde en
diisiik bakteri yogunlugu L. casei LB74 (0,12 OD) susunda, en yiiksek bakteri
yogunlugu ise L. casei LB65 (0,26 OD) susunda tespit edilmistir. pH 3’de yiizde

canlilik oram1 %7,42 ile %17,01 arasinda tespit edilirken, en diisiik hiicre yogunlugu
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L. casei LB74 (0,15 OD) susunda, en yiiksek hiicre yogunlugu iseL. casei LB65
(0,34 OD) susunda belirlenmistir. pH 4’de hiicre yogunlugii pH 2 ve 3’¢ gore artis
gostermistir. Hiicre yogunlugu en disiik L. casei LB23 (0,62 OD) susunda, en
yiiksek L. casei LE4 (1,92 OD) susunda belirlenmistir. pH 5°de, en diistik hiicre
yogunlugu L. casei LB74 ve L. casei LB64 (1,85 OD) suslarinda, en yiiksek hiicre
yogunlugu ise L. casei LB17 (1,97 OD) susunda belirlenmistir. pH 5’de kontrol

grubuna gore canlilik oraninda ¢ok fazla bir diisiis tespit edilmemistir.

Yiiksek EPS diretimi gosteren L. casei LB74, LB61 ve LB49 suslarin farkli pH
degerlerinde direncinin zayif oldugu gorilmiistiir. Yapilan istatistiksel analizde,
suslarin EPS fretimleri ile asit direnci (r=-0,583) arasinda negatif yonde orta

diizeyde anlaml1 bir iligki bulunmustur (p<0,05).



Cizelge 4.6. Laktobasillerin farkli pH degerlerine toleransi ve regresyon analiz sonuglari

pH 6,2 (Kontrol) pH 5,0 pH 4,0 pH 3,0 pH 2,0 .
Bakteriler Multlplt? R Significant F
% degeri
oD? oD® % Canlhhk® oD % Canhhk® oD . oD % Canhhk®
Canhhk’
L. casei LB17 1,98+0,02 1,970,00 99,49 1,89+0,00 95,45 0,30+0,00 15,15 0,23+0,00 11,61 0,87 0,05
L. casei LB19 1,98+0,01 1,92+0,00 96,97 0,74+0,05 37,37 0,26+0,00 13,13 0,24+0,01 12,12 0,93 0,01
L. casei LB74 2,02+0,02 1,84+0,08 91,09 0,64+0,01 31,68 0,15+0,01 7,42 0,12+0,01 5,94 0,95 0,01
L. casei LB61 1,94+0,00 1,85+0,02 95,36 0,64+0,04 32,99 0,23+0,02 11,85 0,22:0,00 11,34 0,93 0,02
L. casei LB64 1,91:£0,00 1,85+0,01 96,86 0,64+0,02 33,51 0,22+0,00 11,52 0,2140,00 10,99 0,93 0,02
L. casei LB83 1,99+0,00 1,93+0,05 96,98 1,87+0,08 93,97 0,32+0,00 16,08 0,20+0,00 10,05 0,88 0,04
L. casei LB68 1,970,00 1,93+0,01 97,97 1,92+0,00 97,46 0,25+0,00 12,69 0,2140,00 10,66 0,86 0,05
L. casei LB65 2,010,00 1,96+0,02 97,51 1,91+0,01 95,02 0,34+0,02 16,91 0,2620,00 12,93 0,87 0,05
L. casei LE4 1,97+0,00 1,94+0,00 98,48 1,92+0,01 97,46 0,27+0,01 13,70 0,23+0,00 11,67 0,86 0,05
L. casei LB49 1,96+0,01 1,92+0,00 97,96 0,99+0,00 50,51 0,25+0,00 12,75 0,2440,00 12,24 0,94 0,01
L. casei LB23 1,94+0,00 1,29+0,00 66,49 0,62+0,02 31,96 0,24+0,00 12,37 0,23+0,01 11,85 0,96 0,01
L. casei LE7 1,97+0,00 1,94+0,00 98,48 1,81+0,00 91,88 0,32:0,00 16,24 0,20+0,00 10,15 0,89 0,04
L. casei LB6 1,94+0,00 1,88+0,00 96,91 0,8120,00 41,75 0,330,00 17,01 0,230,00 11,85 0,94 0,01
L. brevis LB63 1,98+0,01 1,88+0,02 94,95 0,98:0,00 49,49 0,23+0,00 11,61 0,20+0,00 10,10 0,95 0,01
'I:'Bleferme”t“m 2,000,00 1,87+0,03 93,50 0,510,00 25,50 0,26+0,00 13,00 0,22+0,02 11,00 0,92 0,02

a: Kontrol; ¢caligmada kullanilan besiyerinin pH’ st
b: Spektrofotometrede 600 nm de belirlenen yogunluk (OD)
¢: %Canlilik = (OD1/OD)x100; OD;: Test OD degeri, OD,: Kontrol OD degeri

3
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4.7. Farkh Safra Konsantrasyonlarina Tolerans

Bakterilerin safra konsantrasyonlarina tolerans sonuglar1 Cizelge 4.7’de verilmistir.
Tim suslardan elde edilen verilere gore bakterilerin bagirsaklarda bulunan safraya
olan toleransi, safra oranina gore degismekte olup, safranin %0,06; %0,15 ve %0,30
artan konsantrasyona bagli olarak tiim suslarin gelisiminde ve canliliginda diisme
gozlenmistir. Suslarin safra konsantrasyonundaki artisa bagli olarak optikal
yogunluklarindaki azalma arasindaki korelasyon regresyon analizi ile belirlenmis ve
bu iligkinin yiiksek derecede ve negatif yonde bir korelasyon oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 4.7).

Bakteriler ortamda bulunan safray1 belirli bir seviyeye kadar tolere edebilmektedir.
Ancak safra konsantrasyonu yiikseldik¢e ve ozellikle %0,30 oranindaki safranin
varliginda tim suslarin yogunlugunda azalma tespit edilmistir. Farkli safra
konsantrasyonlarindaki  ylizde canlililk  degerlendirildiginde, %0,06 safra
konsantrasyonunda %94,90-99,00, %0,15 safra konsantrasyonunda %79,90-98,46 ve
%0,30 konsantrasyonunda %9,28 ile %31,50 oranlarinda oldugu tespit edilmistir. En
yiiksek inhibisyon %0,30 safra konsantrasyonundal. casei LE7 (%90,72) susunda
gozlenmistir. %0,06 safra konsantrasyonunda ise L. brevis LB63 (%5,10) susu en
yiiksek inhibisyonu gostermistir. %0,06 ve %0,15 safra konsantrasyonlarinda
suslarin optikal yogunluklarinda kontrol grubuna gore cok fazla bir diisiis
gozlenmezken, %0,30 safra konsantrasyonunda bakterilerin liremelerinde diger

konsantrasyonlara gore azalma oldugu goézlenmistir.

Bakteriler arasinda safraya karsi en direngli suslarin L. casei LB4 ve LB17 oldiigu
tespit edilmistir (Cizelge 4.7). Yapilan istatistiksel analizlerde, suslarin EPS
tiretimleri ile farkli safra konsantrasyonlarina diren¢ arasinda anlamli bir iliski

bulunamamastir.



Cizelge 4.7. Laktobasillerin farkli safra konsantrasyonlarina toleransi ve regresyon analiz sonuglari

% 0,00 % 0,06 % 0,15 % 0,30
: (Kontrol) ’ ’ ’ Multiple | Significan
Bakteriler o 5 o . . =
oD? oDP %) . oDP Yo . oDP ) . R degeri t
Canhhk Canhhk Canhihk

L. casei LBL7 | 1,95£0,00 | 1,93+0,00 | 98,97 | 1,92+0,00 | 9846 | 020+0,00 | 10,26 | -0,887 0,11
L. casei LB19 | 2,0240,02 | 1,94+0,03 | 96,04 | 1,74%0,00 | 86,14 | 0,56=0,00 | 27,72 | -0,949 0,05
L. casei LB74 | 2,0040,00 | 1,98+0,01 | 99,00 | 1,73£0,00 | 86,50 | 0,63+0,00 | 31,50 | -0,949 0,05
L. casei LB6L | 1,96=0,00 | 1,92+0,01 | 97,96 | 1,57+0,03 | 80,10 | 0,52+0,01 | 26,53 | -0,968 0,03
L. casei LB64 | 1,99+0,00 | 1,95:0,01 | 97,99 | 1,7240,01 | 86,43 | 0,39+0,00 | 19,60 | -0,941 0,05
L. casei LB83 | 1,09+0,00 | 1,930,00 | 96,99 | 1,88=0,01 | 9447 | 020+0,00 | 10,05 | -0,004 0,09
L. casei LB68 | 1,97+0,00 | 1,95:0,01 | 98,99 | 1,7740,00 | 89,85 | 0,41+0,00 | 20,81 | -0,928 0,07
L. casei LB65 | 1,99+0,00 | 1,96:0,00 | 98,49 | 1,74=0,01 | 87,44 | 0,32+0,04 | 16,08 | -0,935 0,06
L. casei LE4 1,94£0,00 | 1,91%0,00 | 9845 | 1,87%0,00 | 96,39 | 0,30£0,00 | 1546 | -0,897 0,10
L. casei LB49 | 1,98+0,00 | 1,94+0,02 | 97,98 | 1,76%0,00 | 88,89 | 0,49+0,00 | 24,75 | -0,935 0,06
L. casei LB23 | 2,0140,00 | 1,94+0,00 | 9652 | 1,7740,00 | 88,06 | 044+0,00 | 21,89 | -0,937 0,06
L. casei LE7 1,94£0,00 | 1,92+0,00 | 98,97 | 1,61=0,00 | 82,99 | 0,18£0,00 | 9,28 -0,946 0,05
L. casei LB6 1,94£0,00 | 1,92+0,00 | 98,97 | 1,55£0,00 | 79,90 | 0,20+0,00 | 10,31 | -0,956 0,04
L. brevis LB63 | 1,96=0,02 | 1,86+0,03 | 9490 | 1,79+0,00 | 91,33 | 0,60£0,01 | 30,61 | -0,926 0,07
::'816 fermentum | » 014001 | 194001 | 9652 | 1944001 | 9652 | 045+000 | 2239 | -0897 | 0,10

a: Kontrol; calismada kullanilan besiyerinin pH’ sidir
b: Spektrofotometrede 600 nm de belirlenen yogunluk (OD)
¢: %Canlilik = (OD1/OD2)x100; OD;: Test OD degeri, OD,: Kontrol OD degeri
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4.8. Otoagregasyon ve Koagregasyon

Bu ¢alismada otoagregasyon ve koagregasyon yeteneklerinin belirlenmesinde EPS
tiretimi yiiksek olan suslar (L. casei LB74, L. casei LB61) kullanilmistir. Yapilan
calisma sonucunda Kkiiltiirlerin ylizde otoagregasyon yetenekleri Sekil 4.3’de
verilmistir. Yine aymi suslarin Escherichia coli ATCC 11229, Salmonella
enteritidis ATCC 13086 ve Listeria monocytogenes ATCC 764 test bakterileri ile
koagrege olabilme yetenekleri ise Sekil 4.4°de ylizde olarak belirtilmistir.

Elde edilen sonuglara gore, L. casei LB74 susunun yiizde otoagregasyon degerinin
%28,91, L. casei LB61 susunun ise %20,5 oldugu tespit edilmistir. EPS iiretimi

yiiksek olan L. casei LB74 susunun otoagregasyonu da yiiksek bulunmustur.
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Sekil 4.3. L. casei LB74 ve L. casei LB61 suslarinin %o0toagregasyonu

BakterilerinE. coli ATCC 11229 ile koagregasyon sonuglar1 degerlendiridiginde,L.
casei LB74 susunun (%14,41) L. casei LB61 (%13,33) susundan daha yiiksek
oldugu belirlenmistir.L. casei LB74 ve L. casei LB61 suslar1 ile Salmonella
enteritidis ATCC 13076’1n %koagregasyonu degerlendirildiginde ise,L. casei LB61
(%31,08) susu L. casei LB74 (%16,16) susundan daha yiiksek %koagregasyon
gostermistir. Listeria monocytogenes ATCC 764 test bakterisi ileL. casei LB74 ve

L. casei LB61 suslarinin koagregasyonunda yine L. casei LB74 susunun (%19,99)
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L. casei LB61 (%14,58) susundan daha yiiksek oldugu gozlenmistir. EPS {iretimi
yiikksek olan L. casei LB74 (425,16 mg/L) susunun E. coli ATCC 11229 ve L.
monocytogenes ATCC 764 test bakterileri ile koagregasyon yetenekleri, L. casei

LB61 susundan daha yiiksek ¢ikmustir.

W L. casei LB74

30
OL. casei LB61

20

15 -

Koagregasyon (%)

10 -

Escherichia coli Salmonella enteritidis Listeria monocytogenes

Sekil 4.4. L. casei LB74 ve L. casei LB61 suslariin %koagregasyonu

4.9. Hidrofobisite

EPS iiretim kapasitesi yiiksek olan L. casei LB74 ve L. casei LB61 suslarinin hiicre
yiizeyi hidrofobikligi yilizde olarak belirlenmis ve sonuglar Sekil 4.5’de verilmistir.
Genel olarak hidrofobisite sonuglar1 degerlendirildiginde, suslarin noétral ¢oziicii
olan p-ksilene ve bazik ¢oziicli olan etil asetata ilgisinin olmadig1 tespit edilmistir.
Suslarin asidik ¢oziicii olan kloroforma ilgisinin yiiksek oldugu goézlenmistir. L.
casei LB74 susunun kloroforma %67,05, L. casei LB61 susunun ise kloroforma
%45,33 oranlarinda hidrofobisite gosterdigi belirlenmistir. Suslarin toluene ilgisinin
ise %7,88 (L. casei LB74) ve %43,83 (L. casei LB61) oldugu tespit
edilmistir.Klorofrom ve toluen ilgisinin yiiksek olmasi L. casei LB74 ve L. casei

LB61 suslarinin yiizey yapilarinin kompleks oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.5. L. casei LB74 ve L. casei LB61 suslarinin %hidrofobisiteleri

4.10. Kolesterol Giderimi

Yiiksek EPS iiretimine sahip L. casei LB74 ve L. casei LB61 suslarinin safrasiz
ortamda ve farkli safra konsantrasyonlarinda kolesterol giderim kapasiteleri Cizelge
4.8’de gosterilmistir. Test edilen suslarin tamami serbest hiicre ekstratlarinda (SHE)
ve pellette kolesterolii belirli miktarlarda uzaklagtirmistir. EPS iiretimi ytliksek olan
L. casei LB74 susunun, EPS iiretimi daha diisiik olan L. casei LB61 susuna gore
hem SHE hem de pellette biraz daha fazla kolesterol giderimi kabiliyeti oldugu
tespit edilmistir. Her iki susun pellette kolesterol giderimlerinin daha fazla oldugu
gorilmektedir. En yiliksek kolesterol giderimini %0,30 oraninda safra igeren

ortamda L. casei LB74 susunun (%66) gerceklestirdigi saptanmistir.

Artan safra konsantrasyonuna bagli olarak %kolesterol gideriminin de artig1
belirlenmistir. Suslarin safra konsantrasyonundaki artisa bagli olarak kolesterol
giderimindeki artma arasindaki korelasyon regresyon analizi ile belirlenmis ve
multipli R degerleri 0,75’den yiiksek ¢iktigindan giiglii bir korelasyon oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8. L. casei LB74 ve L. casei LB61 suslarinin safrasiz ve farkli safra
konsantrasyonlarinda yiizde kolesterol giderimleri ve regresyon analiz

sonugclari
2 9%0,0" 90,06 safra’ 90,15 safra® 90,30 safra LAl Significant F
5 degeri
% - Pelle Pelle
m SHE t SHE t SHE Pellet | SHE Pellet SHE Pellet | SHE | Pellet
I;E 33+0,1 472:0’ 37+0,2 52;:0 48+0,4 | 55+0,2 | 53+0.4 66f0 0,963 0,991 | 0,03 | 0,008
LB 3000 | 400 | 36202 | 400 | 4001 | sos01 | s0s04 | ®40 | 0901 | 0992 | 009 | 0008

1: Yalnizca 100 pg/mL oraninda kolesterol i¢ceren besiortaminda kolesterol giderimi
2: 100 pg/mL oraninda kolesterol ve %0,06 oraninda safra iceren besiortaminda

kolesterol giderimi

3: 100 pg/mL oraninda kolesterol ve %0,15 oraninda safra i¢eren besiortaminda

kolesterol giderimi
4:100 pg/mL oraninda kolesterol ve %0,30 oraninda safra igeren besiortaminda

kolesterol giderimi



55

5. SONUC VE ONERILER

Fonksiyonel gida bilesenleri olarak degerlendirilen probiyotik bakterilerin insan
mide bagirsak sistemi agisindan 6nemli etkileri bulunmaktadir. Probiyotiklerin farkli
nedenlere bagli bagirsak rahatsizliklari, Helicobacter pylori kaynakli mide
rahatsizliklari, laktoz intoleransi, kolon kanseri, alerjik reaksiyonlar ve yliksek
kolesterol seviyeleri gibi ¢esitli rahatsizliklar iizerinde iyilestirici etkilere sahip
olduklarini rapor edilmektedir [Darilmaz ve ark., 2011a; Yuksekdag ve Aslim, 2010].
Probiyotiklerin temel 6zellikleri dogal olarak kalin bagirsak florasinda bulunmalari,
nonpatojen olmalari, teknik islemlerle harabiyete ve mide aside ve safra asitlerine
direncli olmalari, gastrointestinal sistem duvarina tutunarak gegici bir siire intestinal
epitele kolonize olarak konakgiya belirli bir fayda saglamalaridir [Dixit ve ark.,
2013]. Laktobasiller ve bifidobakteriler, probiyotik olarak yaygin kullanilan
mikroorganizmalardir [Messaoudi ve ark.,2011].

Probiyotikler bugiin antibiyotige bagli ishalin onlenmesinden atopik cocuklarda
atopik dermatitin 6nlenmesine kadar ¢ok genis bir alanda alternatif tip alan1 olarak
koruyucu ve tedavi edici amagla kullanilmaya baslanmistir [Gorbach, 2002]. Sepsis
ve neonatal enterokolite (NEK) egilimli prematiire ve diisik dogum agirlikli
bebeklerde probiyotik kullanimi ile 6nlenebildigi ifade edilmektedir [Rinne ve ark.,
2006].

Giinlimiizde, fermente siit iiriinlerinde probiyotik olarak en yaygin olarak laktobasil
cinsine ait L. rhamnosus, L. reuteri ve L. acidophilus tiirlerinden faydalanilmaktadir.
Bunlardan 6zellikle L. rhamnosus, bebek ve ¢ocuklar igin gelistirilen siit iirinlerinde
en ¢ok kullanilanidir [Mitsuoka, 1990; Lee ve ark., 1999; Giirsoy ve ark., 2005].

Calisma kapsamindaBiyoteknoloji Laboratuvar kiiltiir kolleksiyonunda bulunan ve
molokiiler tanimlamalar1 yapilmis farkl tiirlere ait 15 adet laktobasil suslarinin bazi

probiyotik 6zellikleri arastirilmistir.
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Laktik asit, laktik asit bakterilerinin fermantasyon yolu ile tirettikleri primer {iriindiir.
Patojen bakterileri ve kiifleri inhibe eden zayif bir asittir [Yiiksekdag ve ark., 2004a;
Yeniel ve ark., 2007]. Calismada laktobasil suslarinin asit {iretimleri iki farkli
besiyerinde (MRS ve SM) yiizde olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore,
skim milk besiyerinde iiretilen ylizde laktik asit miktar1t MRS besiyerine gore daha
fazla oldugu tespit edilmistir. Skim milk besiyerinde asit iiretiminin daha yiiksek
bulunmasinin nedeninin, besiyerinin bilesiminde bulunan laktozdan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Sonuglara gore skim milk besiyerinde laktobasilerin asit
tiretimi %1,05 (L. casei LB83) ile %2,79 (L. casei LB74) arasinda degisirken ve bu
oran MRS besiyerinde %0,45 (L. casei LB83) ile%1,50 (L. casei LB74) arasinda
degismektedir. Calismada, yiiksek oranda asit iireten suslarin daha diisiik besiyeri
pH’s1ina sahip oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Arstirmacilar da, asit liretimi ve besiyeri
pH degerleri arasinda ters bir iliski oldugunu bildirmektedirler [Yiiksekdag ve ark.,
2004b; Young Yoon ve ark., 2003].

Vajinadan izole edilen 22 laktobasil susunun MRS besiyerinde yiizde asitlik
orani %0,068-2,48 oldugu [Aroutcheva ve ark., 2001], bir baska ¢alismada yogurttan
izole edilmis Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus (14 sus) kiiltiirlerinin MRS
besiyerinde yiizde asitlik miktar1 %0,03-0,10 oldugu rapor edilmistir [Beyatli ve ark.,
2007]. 2004 yilinda kefirden izole edilen laktobasilsuslarinin asitlik miktar1 skim
milk besiyerinde %2,3-9,9 arasinda belirlenmistir [Yiiksekdag ve ark., 2004a].
Bebeklerin diskisindan izole edilen laktobasillerin asit iiretimi ile ilgili literatiir
bilgisine raslanilmamistir. Bu calisma bu konu ile ilgili yapilan ilk ¢alisma olmasi
bakimindan dikkat ¢ekicidir. Yapilan caligmalarda, siit ve siit iirlinlerinden izole
edilen laktobasillerin SM’de daha yiiksek laktik asit iirettigi, vajenden izole edilen
suslarin ise MRS besiyerinde daha yiiksek laktik asit iirettikleri gdozlenmistir. Buda
bize izolasyon kaynaginin ve besi yerlerinde bulunan kimyasal maddelerin, tiretilen

laktik asit miktarin etkiledigini gostermektedir.

Laktik asit bakterilerinin olusturdugu laktik asidin yaninda, hidrojen peroksit ve
bakteriyosin gibi antimikrobiyal maddelerinde florayr korumada Onemli etkileri

mevcuttur [Yiiksekdag ve ark., 2004a]. Caligmada, L. casei LB17 susu en diisiik
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hidrojen peroksit tiretimlerine (0,68 pg/mL)sahipken, L. casei LB74susunun ise en

yiiksek hidrojen peroksit tiretimine sahip (3,83 pg/mL) oldugu bulunmustur.

Pridmore ve ark., [2008] yilinda insan bagirsagindan izole edilmis 11 Lactobacillus
spp. suslarin hidrojen peroksit tiretim miktar1 617-1400 pg/mL belirlerken, Millsap
ve ark., [1996] insan idrarindan izole ettikleri suslarin trettikleri H,O, miktarlar1 25-
75 pg/mL arasinda oldugunu bildirmislerdir. Sabir ve ark., [2010] kefirden izole
edilmis laktobasil suslarinda H,O, miktarini1 0,45-3,18 pg/mL arasinda oldugunu
rapor etmislerdir. Bebeklerin digkisindan izole edilen laktobasillerin HyO; tiretimi ile
ilgili literatiir bilgisine rastlanilmamistir. Ayn1 cinse aitte dahi olsalar, farkli suslarin
tirettikleri H,O, miktarlarinin farkliligi, oksidorediiktazlardan laktat dehidrogenaz
enziminin aktivitesinin farkliligindan kaynaklandigi bilinmektedir ve bu enzimin
aktivitesinin de bakterinin bulundugu ortamdan etkilendigi bildirilmektedir
[Reinheimer ve ark., 1990]. insan kaynakl1 izolatlarda hidrojen peroksit {iretimlerinin
yiiksek oldugu ancak siit iriinleri kaynakli izolatlarda ise hidrojen peroksit
tiretiminin daha diisiik oldugu gdzlemlenmistir. Bu c¢alismada suslarin diger insan
kaynakli izolatlardan daha diisiik hidrojen peroksit iiretimine sahip oldugu tespit
edilmistir. Bu da, izolatlarin laktat dehidrogenaz enzim aktivitelerinin diisiik

oldugunu diistindlirmiistiir.

Dogal insan florasindabulunan laktik asit bakterilerinin istiin 6zelliklere sahip bazi
suslariin probiyotik olarak kullanilmasi ile hastaliklarin tedavisinde antibiyotiklere
alternatif olmasi1 disiiniilmektedir. Arastirmacilar probiyotiklerin sadece tedavi
amagli olmayip, bazi enfeksiyonlar i¢in koruyucu amacgh da kullanilabilecegini
bildirmislerdir [Madureira ve ark., 2011]. Normal mikrofloranin antibiyotik
tedavilerinden etkilenmemesi i¢in segilecek suslarin antibiyotiklere direngli olmasi
onemli bir kriterdir. Antibiyotik uygulamalar sirasinda probiyotikler kullanilarak
mikrofloranin koruyuculugunun devam edebilecegi vurgulanmaktadir (Xiao ve ark.,
2010).

Antibiyotik kullanimina bagli gelisen ishaller, bozulan konak florasinin diizeltilmesi

gibi farkli amaclarla kullanilan probiyotiklerin hastada tedavi amaci ile kullanilan
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antibiyotiklere direngli olmas1 gerekmektedir [Simadibrata ve ark., 2013]. Antibiyotik
iligkili ishal, antibiyotik kullanimi sirasinda karsilasilan 6nemli yan etkilerden biridir.
Her y1l ¢ok biiylik sayida ¢ocugun antibiyotik kullanmasi nedeniyle buna bagh
olusabilecek ishallerin bir kisminin Onlenmesi Onem tasimaktadir. Cesitli meta
analizlerde antibiyotik iliskili ishalin tedavi ve dnlenmesinde probiyotiklerin yararl
etkileri ortaya konulmustur [Meier ve Steuerwald, 2005]. Arvola ve arkadaslari,
Finlandiya’da ortalama yasi 4,5 olan ve iist solunum yolu enfeksiyonu nedeni ile
antibiyotik alan ¢ocuklarin bir grubuna giinde iki kez Lactobacillus GG vermisler ve
ishal sikliginda kontrol grubuna goére belirgin azalma saptamislardir (%5’ karsin %16)
[Arvola ve ark., 1999]. Ulkemizde yapilan bir baska arastirmada, 1-5 yas grubunda,
sulbaktam ampilisin veya azitromisin almakta olan 465 cocuk iizerinde yiiriitiilen bir
calismada, tek basina antibiyotik alan grupta ishal goriilme siklig1 %16, antibiyotik
ile birlikte Saccharomyces boulardii alan grupta %6 olarak saptanmistir [Erdeve ve
ark., 2005].

Bu tez calismasinda, bakterilerin klinikte yaygin olarak kullanilan glikopeptid
yapisindaki vankomisin ve aminoglikozit yapisindaki streptomisin antibiyotiklerine
direngli bulunmustur. Glikopeptid grubundan teikoplanin (TEC) antibiyotigi, aerop
ve anaeropGram pozitif bakterilere etkilidir ve bu bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlar i¢in klinik uygulamalarda kullanilmaktadir (Ustagelebi, 1999). Bu
arastirmada, teikoplanin antibiyotigine bakterilerin %98’inin direngli oldugu
bulunmustur. Ozellikle klinik uygulamalarda siklikla kullanilan  glikopeptid
yapisindaki antibiyotiklere bu caligmada kullanilan bakterilerin direngli olmasi,

secilecek bakterilerin probiyotik olarak kullanimlarini 6n plana ¢ikaracaktir.

Probiyotiklerin giivenilirligi ile ilgili ¢alismalar, antibiyotiklerin diren¢ genlerinin
transfer potansiyeli ve lokalizasyonu iizerinde odaklanmistir. Probiyotiklerin spesifik
antibiyotiklere direngli olmasi arzu edilmektedir. Arastirilan probiyotik bakteriler
arasinda kloramfenikol ve eritromisine diren¢ genlerine sahip suslarin, bu genlerin
transfer edilmemesi bakimindan, probiyotik se¢iminde ¢ok onemli ve yararl oldugu
bildirilmektedir [Temmerman ve ark, 2003]. Birgok durumda antibiyotiksel

direnclilik transfer edilmemektedir, ancak organizmanin dogasinda bulunan direng
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genlerinin transfer karakteristiini temsil etmektedir. Probiyotiklerin en Onemli
gereksinimleri, onlarin  diren¢ genlerini tasiyor olan  hareketli Ogeleri
barindirmamalaridir. Bazi arastiricilar, dogas1 geregi vankomisin’e direng genini
tasiyan laktobasillerin giivenilir bir sekilde probiyotik olarak kullanilabilecegini ve
bu genin diger tiirlere aktarildigini gdstermemistir [Gotcheva ve ark., 2002]. Bu
calismada da kullanilan bakterilerin hepsinin vankomisine direngli olmalarindan

dolayi, potansiyel probiyotik adaylar olarak degerlendirilebileceklerdir.

Probiyotik bakteriler bagirsak yiizeyine yerleserek istenmeyen bakterilerin
tutunmasin1 engellemekte ve drettikleri antimikrobiyal aktiviteye sahip organik
molekiiller (laktik, asetik, formik, propiyonik asit) ve antimikrobiyal bilesikler
(hidrojen peroksit, diasetil ve bakteriyosin) bu bakterilerin gogalmalarini kontrol
altina almaktadirlar [Mohammadi ve ark., 2013].Calismada, laktobasil cinsine ait
suslarin ¢ocuklarda hastaliga sebeb olan patojen bakteriler (Escherichia coli ATCC
11229, Salmonella typhimurium MU 80, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Listeria monocytogenes ATCC 7644, Salmonella enteritidis ATCC 13076 ve
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) iizerine inhibisyon etkileri belirlenmistir.
Buna gore suslarin %100’t S. enteritidis ATCC 13076, S. typhimuriumMU 80 ve P.
aeruginosa ATCC 27853 test bakterilerine karst antimikrobiyal aktivite
gostermiglerdir. E. coli ATCC 11229 test bakterisine karsi suslarin %93,3’, L.
monocytogenes ATCC 7644°¢ karsi suslarin % 86,6’s1 ve S. aureus25923’a karsi ise
suslarin ~ %26,6’1i  inhibisyon etkisi  goOsterdigi  belirlenmistir.  Calismada
antimikrobiyal etki gdsteren suslarin bu etkiyi tirettikleri laktik asit, hidrojen peroksit
veya bakteriyosin ile gosterdikleri diisiiniilmektedir. Genel olarak, yiizde asit ve
hidrojen peroksit iiretimleri yiiksek olan L. casei LB74 ve LB61 kodlu suslarin tiim
patojen bakterilere kars1 (LB 74 susu i¢in, L. monocytogenes harig) inhibisyon etkisi

gostermislerdir.

Anne siitiinden izole edilen 5 laktobasil susiizerinde Salmonella choleraesuis,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria spp. ve Clostridium spp. patojen
bakterilerinin antimikrobiyal etkileri incelenmis ve L. gasseri CECT5715 susunun

Listeria ve Clostridium patojenlerine ve L. gasseri CECT5716 susu ise Clostridium
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spp. patojenine etki gosterdigi bildirilmistir [Olivares ve ark., 2006]. Yapilan bir
baska c¢alismada bebeklerin diskisindan izole edilen 5 laktobasil susiizerinde
cocuklarda hastaliga sebeb olan patojen bakteriler Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Shigella dysenteriae, Listeria monocytogeness ve Staphylococcus
aureu iizerinde laktobasillerin etkisi incelenmis ve bes bebek patojenin iizerine

laktobasillerin iirettiklerinin ¢alismaya oldugu rapor edilmistir [Nawaz ve ark., 2011].

Patojen Dbakterilere karst kontrolsiiz antibiyotik kullanimi ile antibiyotik
direnclilikleri fazlalagmigtir. Bu nedenle patojen mikroorganizmalarla miicadelede
antibiyotik kullanimi yerine, daha ¢ok dogal gida koruyucusu olan probiyotiklerin
kullanim1 6nerilmektedir. Bu ¢alismada, yiiksek asit, hidrojen peroksit ve patojen
bakterilerin gelisimini inhibe etme 6zelligi gosteren suslarin (L. casei LB 74, LB 61,
LB 64, L. brevis LB63) probiyotik olarak kullanimi ile ¢ocuklarda enfeksiyonlara
neden olabilen baz1 patojen bakterilerin kontrollii bir sekilde ortamdan

uzaklastirilmasinda kullanilabilecektir.

EPS’ler bakterinin olumsuz ¢evre sartlarindan korunmasini ve c¢esitli ylizeylere
tutunmasini saglamaktadir. Polisakkaritler, iiretici suglar tarafindan katabolize
edilemediklerinden enerji kaynag1 degildirler, buna karsilik mikroorganizmay1 veya
ortami kurumaya kars1 korur, zararli veya diisman bir ortamdan uzaklastirirlar
[Sengiil ve ark., 2006]. EPS’nin bakteriyi koruma o6zelligi ayrica antibiyotiklere
karsida fiziksel bir koruyuculuk seklinde de ortaya ¢ikmaktadir [Darilmaz ve ark.,
2011a). Laktobasil cinsi bakterilerin olusturduklar1 EPS, epitel doku ile bagirsak
florasinda bulunan bakteriler arasinda ger¢ek bir bag meydana getirirler ve bdylece
EPS iiretimine sahip suslarin yiliksek yapisma kapasitesine sahip olacagi ifade
edilmektedir. Bu yapiskan polimer sayesinde laktobasiller birbirine baglanabilecektir
[Raus-Madiedo ve ark., 2006; Darilmaz ve Beyatli, 2012]. Bu sebeplerden dolayi,
yiikksek EPS {iretimine sahip olan bakterilerin probiyotik olarak uygun olacagi

vurgulanmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda en yiiksek EPS iiretimi 425,16mg/L ile L. casei LB74 susunda
tespit edilirken, en diisiik EPS tiretimi 142,99 mg/L ile L. casei LB17 susunda
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belirlenmistir. Yuksekdag ve Aslim, [2008] yogurt kaynakli, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus (B3, G12) ve Streptococcus thermophilus (W22)
suslarimin  EPS retimleri incelenmis ve EPS miktarii L. delbrueckii subsp.
bulgaricus suslarinda 116 -255 mg/L ve S. thermophilus suslarinda ise 32-174 mg/L
olarak rapor etmislerdir. Bir baska ¢aligmada kefirden izole edilmis Lactococcus spp.
ve Pediococcus spp suslarmin EPS iiretim miktarmin 173-378 mg/L arasinda
degistigi bildirilmistir [Sabir ve ark., 2010]. Halit, vajen kaynakli 57 adet
Lactobacillus spp. suslarinin EPS iiretim kapasitelerini belirledigi yiiksek lisans
calismasinda, suslarin irettikleri EPS miktarinin 20-368 mg/L arasinda degisiklik
gosterdigini  bildirmistir [Halit, 2007]. Yapilan c¢alismalarda, insan kaynakli
izolatlarin EPS firetiminin, siit ve siit {irlinleri kaynakli izolatlarin trettigi EPS
miktarindan fazla oldugu da dikkat ¢ekicidir. Bu calismada da, kullanilan bakterilerin
EPS iretim miktarlarinin diger ¢aligmalardan yiiksek oldugu goriilmektedir.
Caligmalarda elde edilen degerlere gore EPS firetimlerinin tiirler ve hatta suslar
arasinda farklilik bulunmaktadir. Aragtirmacilar bunun nedeninin izolasyon kaynagi,
fermantasyon sartlar1  (sicaklik, inkiibasyon, siire ve pH) ve besiyeri
kompozisyonunun (karbon ve nitrojen kaynagi) farkli olmasindan dolayr oldugunu
ifade etmektedirler [Desai ve ark., 2006; Raus-Madiedo ve ark., 2006; Yuksekdag ve
Aslim, 2008].

Bagirsak ekosisteminin fizyolojik dengesi hastalik, yashlik, antibiyotik veya ilag
kullanimi, diyet aligkanliklarinin degistirilmesi, iklim kosullarinda meydana gelen
degismeler ve cevresel toksik maddeler gibi faktdrlerden dogrudan veya dolayl
olarak etkilenebilmektedir [Cakir, 2002]. Bagirsak sisteminin dengesinde meydana
gelen bu diizensizlikler sonucu bagirsak mikroflorasinin dengesi bozulur ve faydalh
mikroorganizma sayisinda disiisler baslar [Krasaekoopt ve ark., 2003; Sultana ve
ark., 2000]. Yapilan caligmalara gore, bu mikroflora dengesizliginin disaridan
yapilacak mikroorganizma takviyesi ile asilabilecegi ifade edilmektedir. Faydal
bakteriler yogurt gibi fermente siit iirlinlerine eklenerek, probiyotik {iriin olarak
piyasaya sunulmaktadir [ Yiicesan, 2002; Cakir, 2002].

Disaridan viicuda verilen bu yararli mikroorganizmalarin faydali olabilmesi i¢in

midedeki diisiik asitlik ve bagirsaktaki safra tuzu gibi 6ldiiriicii etkiler karsisinda
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canliliklarini muhafaza edebilmelidirler [Alp ve Aslim, 2010]. Sonugta faydali
mikroorganizma bagirsaga ulastiginda canli ve belli bir saymin iizerinde

kalabilmelidir [Darilmaz ve Beyatli, 2011].

Bu calismada, laktobasillerin farkli pH’larda asit direngliligi incelenmistir. Suslarin,
spektrofotometrik olarak hiicre yogunluklart ve %canliliklar1 belirlenmistir.
Bakterilerin bulunduklar1 ortamda asitlik miktarinin artmasi nedeni ile hiicre
yogunlugunda ve %canlilikta azalma gozlenmistir. pH 2’deki %canlilik degerleri
5,94 ile 12,93 arasinda degisirken pH 3’de %canlilik degerleri %7,42 ile 16,91
arasinda, pH=4’de ise %scanlilik degerleri %31,68-97,46 arasinda degistigi
belirlenmistir. pH 5’de kontrol grubuna gore ¢ok fazla bir diislis olmamakla birlikte
suslarin % canliliklar1 %93,50-91,09 olarak belirlenmistir. L. caseiLB65, LB49 ve
LB19 suslar1 pH 2 gibi ¢ok diisiik asitlik derecelerinde bile %12 nin {izerinde canlilik

orani gostermislerdir.

Sabir ve arkadaglarinin 2010 yilinda yaptiklar1 calismada kefirden izole ettikleri
Lactobacillus ve Pediococcus suslarmin pH 1; 1,5; 2; 2,5; 3,5’teki hiicre
yogunluklar1 Ol¢iilmiis ve asitlik miktar1 arttikca hiicre yogunlugunda azalma
gozlenmistir. pH 1°de suslarin asit direngliligi degerlendirildiginde en yiiksek bakteri
yogunlugunu P. acidilactici ZN10P (5,2 Log CFU/mL) susunda tespit etmisler ve L.
acidophilus Z1L, L. casei Z7L, P. dextrinicus ZN1P ve L. lactis Z3Ssuslarinda ise bu
pH degerinde canli kalamadiklarin1 bildirmislerdir. Millette ve arkadaslar1 laktobasil
cinsine ait5 susun pH 1,5; 2; 2,5; 3 gibi asidik ortamlarda probiyotk 6zelliklerini
calismislar ve pH 1,5’te canlilik oraninin diistiigiinii gostermislerdir [Millette ve ark.,
2006]. Bir baska ¢aligmada, sucuk’tan izole edilmis Pediococcus spp. bakterilerin
farkli pH’larda hiicre yogunluklar1 incelenmis ve pH 1°de en diisiik hiicre yogunlugu
olduguunu rapor edilmistir [Yuksekdag ve Aslim, 2010]. Agiz yolu ile alinan
probiyotikler bagirsak bolgesine ulagsmadan once midenin asitli ortami ile karsi
karsitya kalmaktadirlar. Bu sebeple, potansiyel probiyotik adaylarinin aside
direncinin yiiksek olmasinin, asidik bir ortam olan midede canliligin1 kaybetmeden
bagirsak sistemine gecerek, burada kolonizasyonu i¢in avantaj olabilecegi

diisiiniilmektedir. Genel olarak bu calismada kullanilan bakterilerin pH 2 gibi diisiik
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bir pH degerinde bile canli kalabilmelerinden dolay1, onlarin potansiyel probiyotik

adaylar olabileceklerini diisiindiirmektedir.

Safra tolerans1 da probiyotiklerin se¢iminde kullanilan onemli kriterlerden bir
digeridir. Yaglar1 parcalayarak bunlarin bagirsaklardan emilimlerine yardime1 olmak
tizere karacigerden ince bagirsaga salgilanan safra, bakterilerin biiyiik oranda lipit ve
yag asidi igeren hiicre membranlarina zarar vermek suretiyle inhibitor etkisi
yapmaktadir [Dunne ve ark., 1999; Darilmaz ve Beyatli, 2011]. Bu sebeple
probiyotik olarak kullanilacak bakterilerin bagirsaklarda fonksiyon gosterebilmeleri
icin safraya karsi direncli olmalar1 gerekmektedir [Succi ve ark., 2005; Darilmaz ve
Beyatli, 2011]. Bununla beraber, insan kullanimi i¢in probiyotiklerin se¢imindeki
safra tolerans1 g¢aligmalarinda % 0,15 ve % 0,30 konsantrasyonlarinda safranin
kullanilmast o6nerilmektedir [Huang ve Adams, 2004]. Yapilan c¢alismalarda,
insandaki safra konsantrasyonuna yakin bir deger olmasindan dolay1 safraya direngli
olan suslar1 belirlemek igin 6zellikle % 0,30’ liik safra konsantrasyonunun kritik bir

deger oldugu bildirilmistir [Brashears ve ark., 2003, Lin ve ark., 2006].

Bu c¢alismada, Lactobacillus suslarinin  %0,06, %0,15 ve 9%0,30’luk safra
konsantrasyonlarinda direnglilikleri ve %canlilik degerleri belirlenmistir. Sonuglara
gore safra yogunlugu arttikca bakteri yogunlugunda azalma gozlenmistir. 9%0,06
safra konsantrasyonunda en yiiksek canlilik L. casei LB74 (%99) susunda, %0,15
safra konsantrasyonunda en yiiksek canlilik L. casei LB17 (%98,46) susunda
ve %0,30safra konsantrasyonunda ise en yiiksek canlilik L. casei LB74 (%31,50)
susunda gozlenmigtir. Laktobasiller arasinda safraya karsi en direngli suslarin L.
casei LB74, L. casei LB61,L. casei LB64ve L. brevis LB63 oldugu belirlenmistir. Bu
suslarin yiizde asit, hidrojen peroksit, EPS iiretimleri ve antimikrobiyal

aktivitelerinin de yliksek olmasi dikkat ¢ekicidir.

Yapilan bir ¢aligmada asitlik ve safra tuzlarina direng bakimindan ; P. acidilactici S1,
S. salivarius subsp. thermophilus FYC1’in asitlige, B. longum PBC1 ve L.
rhamnosus UCP1’in safra tuzlara, C. glutamicum R17 ve L. rhamnosus UCP1’in

ise hem asitlik hem de safra tuzlarina kars1 direngli olduklar1 bildirilmistir [Cakir,
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2004]. Koozeh peynirden izole edilen L. plantarum, L. casei ve L. delbruecki
tirlerinin ~ %0,30 safra konsantrasyonunda ¢alisgilmis ve plantarum ve
casei’dedirenglik g6zlenmistir [Hassanzadazar ve ark., 2012]. Ayrica Sabir ve
arkadaslari, laktobasil suslarinin % 0,15 konsantrasyonundaki safray1 % 69—94 ve %
0,30 konsantrasyonundaki safray1 % 72-92 arasinda degisen oranlarda tolere ettikleri
belirlenmistir [Sabir ve ark., 2010]. Alp ve Aslim bebeklerin diskisindan ve anne
siitiinden izole edilmis 31 bifidobakter {izerinde %0,15 ve 9%0,30 safra
konsantrasyonunda ¢alisilmislar ve suslarinin % 0,15 konsantrasyonundaki safray1 %
31,93—88,65 ve % 0,30 konsantrasyonundaki safrayr % 12,35-80,66 arasinda
oranlarda tolere edebildiklerini belirlenmistir [Alp ve Aslim, 2010]. Elde edilen
verilere gore, laktobasil cinsine ait farkli suglarin asit ve safraya olan
direncliliklerinin literatiir taramalarinda belirlenen laktobasillere gore diisiik oldugu

tespit edilmistir.

Bakterilerin agregasyon Ozelligine sahip olmasi bulundugu hiicrelere tutunma ve
dominant olarak kolonize olmasini saglayacagindan oOzellikle probiyotik agidan
onemli bir kriterdir. Laktik asit bakterileri agregasyon 6zelligi nedeniyle bulundugu
yilizeye ve birbirlerine yapisarak biyolojik bir bariyer olustururlar [Vikova ve ark.,
2008]. Laktobasillerin bagirsak florasini diizenlenmesi i¢in bagirsak epiteline
kolonize olabilmesi gerekmektedir. Bu amacla bu ¢alismada, yiiksek EPS iiretimine
sahip olan Lactobacillus casei LB74 ve Lactobacillus casei LB61 suslarinin

agregasyon yetenekleri belirlenmistir.

Collado ve arkadaslari, L.rhamnosusGG, LC-705 ve L.fermentumME-3 (<%25, 20
saatlik iniibasyon 20°C’ de) tiirlerini yiiksek otoagrege olan tiirler olarak bildirirken,
B. longum 46 (%8,9) ve B. lactis 420 (%5) tiirlerini de en diisiik otoagrege olan tiirler
olarak ifade etmektedirler. Calistiklar1 12 adet tiirden 9 u 37°C’ de yiiksek
otoagregasyon (%28,8-63,2) gostermistir [Collado ve ark., 2008]. Aslim ve ark.,
[2007] L. delbrueckii subsp. bulgaricus suslarinin otoagregasyonu %45- 93 arasinda,
Ekmekgi ve ark., [2009] vajinadan izole etikleri 28 adet Lactobacillus spp. suslarinin
37°C’ de otoagregasyonunun %21 ile 97 arasinda oldugunu rapor etmislerdir. Baska

bir c¢alismada kefirden izole edilen Lactobacillus spp. Lactococcus
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spp.vePediococcus spp.suslarinin otoagregasyon orani %29-88 arasinda degistigi
bildirilmistir [Sabir ve ark., 2010]. Bu c¢alismada ise, bakterilerin otoagregasyon
oranlar1 %28,91 (L. casei LB74) ve %205 (L. casei LB61) olarak diger
calismalardan daha diisiik bulunmustur. Bebeklerin diskisindan izole edilen
laktobasillerin otoagregasyon yetenegi ile ilgili literatiir bigisine rastlanilmamustir.
Bu calisma bu konu ile ilgili yapilan ilk ¢aligma olmasi bakimindan dikat ¢ekicidir.
Calismalar karsilastirildiginda, agregasyon yeteneginin tiire ve susa gore degisken
oldugunu goriilmektedir. EPS firetimi yiiksek olan L. casei LB74 susunun
otoagregasyonununda yiiksek oldugu belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar,
ozellikle EPS’ nin agregasyonu artirdigini ve yliksek EPS iireten ve otoagregasyon
gbsteren bu susun epitel ylizeylere daha yiiksek oranda kolonize olabilecegi

diistindiirmiistiir.

Agregasyon yeteneginde yiiksek EPS {iretiminin yaninda baska faktorlerin de etkili
oldugu diisiiniilmektedir. Laktobasilsuslar1 arasindaki otoagregasyon farkliliklarinin
iireme ortami ve sicakligl, ylizey hidrofobisitesi ve yiikii, ortamin pH’s1, bakteri
hiicre duvarindaki lipoteikoik asit ve diger yilizey polimerlerin (glikoprotein,
polisakkaritler, lipoprotein, glikolipid, protein gibi) de etkili oldugu bildirilmistir.
Yine bakteriyel agregasyondan Agregasyon Promoting Faktér (APF) olarak
adlandirilan bir proteininde sorumlu oldugu rapor edilmektedir [Boris ve ark.,1997].
Bu c¢alismada, suslarin farkli agregasyon gostermelerinin sebebinin APF olabilecegi

de diistiniilmiistiir.

Koagregasyon 6zelliginden dolayr laktik asit bakterilerinin bulundugu ekosisteme
giren patojen bakterilere yapisarak onlar1 etkisiz hale getirmekte, bdylece olasi bir

enfeksiyonu ve bakterinin toksik etkisini engelleyebilmektedir [Lang ve ark., 2010].

Calismada, EPS iiretimi yiiksek olan L. casei LB74 ve L. casei LB61 suslarimin,
Escherichia coli ATCC 11229 Salmonella enteritidis ATCC 13076 ve Listeria
monocytogenes ATCC 7644 bakterileri ile koagregasyon denemeleri yapilmustir. L.
casei LB74susunun denene iki pataojen (E. coli ATCC 11229-%14,41 ve L.
monocytogenes ATCC 7644-%19,99) ile yiiksek oranda koagrege oldugu tespit
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edilirken L. casei LB61 susu S. enteritidis ATCC 13076 bakterisi ile yiiksek
koagregasyon (%31,08) gosterdigi belirlenmistir.

12 adet probiyotik bakterin patojen bakteriler ile koagregasyonun degerlendirildigi
bir calismada, koagregasyon yiizdesinin susa, inkiibasyon siiresine ve kosullarina
bagli oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar, en yiiksek koagregasyonun Bacillus
vulgatus ile L. rhamnosus LC-705 (%29,7) ve L. fermentum ME-3 (%25,9) suslar
arasinda oldugunu rapor etmislerdir. Clostridium histolyticum ile yiiksek
koagregasyon L. rhamnosus LC-705 (%24,6), L. fermentum ME-3 (%22,7) ve L.
acidophilus NCFC (%25,5) suslarinda belirlenmistir [Collado ve ark., 2008].
Bebeklerin diskisindan izole edilen laktobasillerin koagregasyon yetenegi ile ilgili
literatiir bigisine rastlanilmamistir. Bu calisma bu konu ile ilgili yapilan ilk ¢alisma
olmasi bakimindan dikat ¢ekicidir. Bu c¢aligmalar ile karsilastirildiginda ¢aligmada
kullanilan suslarin koagregasyonlarmin digger c¢aligmalarda da bulunan sonuglara

yakin oldugu goriilmektedir.

Polar 6zellik tasimayan molekiillerin sivi ortamda kendiliginden bir araya gelme
egilimi, hidrofobik etkilesimdir. Bu etkilesimin arkasindaki itici gii¢, hidrofobik
gruplarin etrafini ¢evreleyen su molekiillerinin yer degistirmesinden kaynaklanan
entropi artigidir. Hidrofobik etkilesimlerin biyolojik sistemlerdeki en biiyiik 6nemi,
mikroorganizmalarin ylizeylere tutunmasii saglamsidir [Grover ve ark., 2012].
Probiyotiklerin epitelyum yiizeylere tutunarak kolonize olmalar1 6nemli bir kriterdir.
Hidrofobik 6zellige sahip olan probiyotik mikroorganizmalarin epitel yilizeylere daha
iyi tutunduklart ifade edilmektedir [Salminen ve ark., 2010]. Bu c¢alismada,
bakterilerin farkli maddelere tutunmasi, hiicre tutunmasi ile pozitif iliskisi olan
hidrofobisite 6zelligi ile belirlenmistir. EPS iiretim kapasitesi yiiksek olan L. casei
LB74 ve L. casei LB61 suslarinin nétral ¢oziicli olan p-ksilene ve bazik ¢oziicii olan
etil asetata ilgisinin olmadig1 tespit edilirken, asidik ¢6ziicii olan kloroforma
(swrasiyla, %67,05, %45,33) ilgisinin yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu durum,

kullanilan bakterilerin ylizey yapilarinin kompleks oldugunu gostermistir.
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Ahumada ve arkadaslari, disten izole ettikleri 13 adet laktobasil susunun hemen
hepsinin apolar ¢oziicii olan p-ksilene zayif affinite (%0-35) gosterdigini, tiikiiriikten
izole edilen 17 adet laktobasil izolatindan dokuzunun bazik ¢oziicii olan etil asetata
(%0-35) ve asidik ¢oziicii olan kloroforma (%0-35) da zayif affinite gosterdiklerini
bildirmiglerdir [Ahumada ve ark., 2001].Pelletier ve arkadaslar1 [1997] ise bu
arastirmacilardan farkli olarak kullandiklart L. casei ve L. paracasei suslarinin
kloroforma yiiksek affinite, etil asetata ise diisiik affinite goOsterdiklerini tespit
etmislerdir. Bu c¢alisma bulunan sonuglar ile tez c¢alismasindaki sonuglar

ortiismektedir.

Belirli hormonlarin ve vitaminlerin 6nciil maddesi, hiicre membranlarinin ve sinir
hiicrelerinin de O6nemli bir bileseni olan kolesterol, insan viicudundaki birgok
fonksiyonun gerceklesebilmesi icin gereklidir. Ancak kandaki yiiksek kolesterol
seviyesi koroner kalp hastaligi i¢in bir risk faktorii teskil etmektedir [Parvez ve ark.,
2006; Tok ve Aslim, 2010]. Batil1 tilkelerdeki en onemli 6liim nedenlerinden biri
yiiksek kolesterol ile baglantili olan kalp-damar hastaliklaridir. Ozellikle kalp-damar
hastaliklarinin 6nlenebilmesi i¢in serum kolesterol seviyelerinin disiiriilmesi biiyiik
Onem tasimaktadir [Lim ve ark., 2004]. Kolesterol emilimi insan viicudunda temel
olarak ince bagirsaklarda gerceklestiginden dolayr bu bdlgede kolesterol giderimi
yetenegine sahip belirli laktobasil cinsi bakterilerin gelisiminin serum kolesterol
seviyelerinin kontrol edilmesinde etkili olabilecegi ifade edilmektedir [Tok ve Aslim,
2010]. Probiyotiklerin serum kolesterol diizeyinin diisiiriilmesinde alternatif adaylar

olabilecekleri ile ilgili diisiinceler giin gectikge artmaktadir.

Probiyotik olarak kullanilan bakterilerin serum kolesterol seviyesini azaltma
mekanizmas1 tam olarak bilinmemekle birlikte bu konuda ¢ok fazla calisma
yapilmaktadir. Kolesterol konsantrasyonun azaltabilmes: ile ilgili mekanizmalar
arasinda, bakteriler tarafindan kolesteroliin asimilasyonu, kolesteroliin bakterinin
hiicre duvarina baglanmas1 veya hiicre zarinin yapisina katilmasi, kolesteroliin
bagirsaklardan emilemeyen bir molekiil olan koprostanol molekiiliine doniistiiriilmesi
ve safra tuzlarmin enzimatik dekonjugasyonu bulunmaktadir. Bazi arastiricilar,

kolesteroliin ve dekonjugasyon neticesinde agiga c¢ikan serbest safra asitlerinin
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bakteriyel hiicre duvarma baglanmasinda, bakteri hiicresi tarafindan fiiretilen
ekzopolisakkaritlerin (EPS) de 6nemli bir role sahip olabilecegini ileri siirmektedirler

[Nakajima ve ark., 1992; Tok ve Aslim, 2010].

Viicuttaki kolesterol yikiminin biiyiik kismi1 karacigerdeki safra asidi senteziyle olur.
Insanlarda her giin yaklasik olarak 500 mg kolesterol safra asitlerine doniistiiriiliir ve
safra i¢inde uzaklastirilir. Kolesteroliin, viicuttan atilmasi i¢in izlenen en 6nemli yol
safra icerisine salgilanmasidr. Serbest kolesterol, sulu c¢ozeltilerde neredeyse hig
cozlinmez, fakat safrada, safra asitleri ve lesitin gibi lipidler vasitastyla ¢oziinebilir
hale gelir [Champe ve Harvey, 1997]. insandaki safra konsantrasyonuna yakin bir
deger olmasindan dolayr ozellikle %0,30°liik safra konsantrasyonunun kritik bir
deger oldugu bildirilmistir. Laktobasiller ve bifidobakteriler ile yapilan cesitli
deneyler bu bakterilerin belirli suslarinin, safra tuzlart varliginda, kolesterolu asimile

edebilme yetenegine sahip oldugunu kanitlamistir [Usman, 1999; Lye ve ark., 2010].

Calismada kullanilan her 1iki susunda (LB74/ LB61) safra icermeyen
ve %0,06; %0,15 ve %0,30 oraninda safra igeren besiortamlarindai kolesterolii belirli
miktarlarda uzaklastirabildigi belirlenmistir. Her iki susunda en az kolesterol
giderimini safra icermeyen besiortaminda, en fazla kolesterol giderimi ise %0,30
oraninda safra iceren besiortaminda gerceklestirdigi tespit edilmistir. En yiliksek
kolesterol giderimi L. casei LB 74 susunda %0,30 safra i¢eren besi ortaminda %66
olarak tespit edilmistir. Insan bagirsagindaki safra konsantrasyonuna yakin deger
olan 0,30 oraninda safra igeren besiortaminda kolesterol giderimi, safrasiz
besiortamindan ve diger konsantrasyonlardan daha yiiksek bulunmasi bu suslarin

probiyotik olarak kullanilabilirligini 6n plana ¢ikarmaktadir.

Gilliland ve arkadaslari, L. acidophilus tarafindan kolesterol giderimini belirlemek
lizere yaptiklari benzer bir ¢alismada safra konsantrasyonunun bakteriler tarafindan
kolesterol giderimini iizerinde etkili oldugu ve bakterilerin sadece safra varliginda
kolesterol giderimi daha i1yi gergeklestirebildiklerini bildirilmislerdir. Calismada
besiortamindaki safra konsantrasyonu %0,0’dan %0,5’e dogru yiikseldik¢e asimile

olan kolesterol miktarinin da arttig1 ortaya konulmustur [Gilliland ve ark.,1985].
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%0,0 ve %0,3 oraninda safra iceren besiortamlarinda gelistirilen farkli laktik asit
bakterilerinin kolesterol giderimi kapasitelerinin arastirildigi bir diger g¢alismanin
sonucunda, test edilen suslarin safra varligina bagli olmaksizin besiortamindaki
kolesterolii %0-%65,9 arasinda degisen oranlarda uzaklastirabildikleri bildirilmistir.
Ayrica, suslarin safra icermeyen besiortaminda da kolesteroli giderebildikleri rapor
edilmistir [Lim ve ark., 2004]. Yapilan bu ¢alismada da test edilen iki susun da safra
icermeyen besiortaminda dahi kolesterol giderimini  gerceklestirebildikleri
belirlenmistir. Ancak %0,30 oraninda safra igeren ortamdaki kolesterol giderimi daha
yiikksek olarak tespit edilmistir. Bu durumun safranin yaglarin {izerindeki ¢oziicli

etkisinden kaynaklandig diistintilmektedir.

Nakajima ve arkadaslar1 EPS iireten laktik asit bakterileri ile fermente edilmis siitiin
kolesterol diisiirticii etkisini belirlemek {iizere yaptiklari bir ¢alisma da, fermente
edilmis siit tiiketiminin, kobaylardaki serum kolesterol seviyelerini belirgin bir
sekilde diisiirdiigiinii rapor etmislerdir. Oysa EPS iiretmeyen sus ile fermente edilmis
siitiin tiikketiminin kobaylarin kolesterol seviyelerini diisiirmedigi bildirmislerdir.
Aragtiricilar tarafindan bakteriyel ekzopolisakkaritlerin kolesterolii baglayabilme
ozelligine sahip lifli gidalara benzer bir etki gostererek kolesteroliin bagirsaklardan
emilimine engel oldugu ve boylece serum kolesterol seviyelerinin diismesini
sagladig1 one siiriilmistiir [Nakajima ve ark., 1992]. Bu tez calismasinda da yiiksek
EPS {iretimine sahip olan L. casei LB74 susunun kolesterol giderimininde diger susa
gore (LB 61) yiiksek oldugu dikkatimizi ¢ekmistir. Bakteriler tarafindan iiretilen ve
hiicre duvarma bagli olarak bulunan ekzopolisakkaritler ile besiortamindaki
kolesterol arasinda gergeklesen bir etkilesimden kaynaklanarak besiortamindan

kolesterol giderimi olmus olabilecegi diisiintilmiistiir.

Birgok arastirmaci, verimli bir probiyotik uygulamasi i¢in, bakterinin insan kaynakli
olmast gerektigini ileri siirmektedirler. Yapilan bu calisma, Tiirkiye’de yasayan
bebeklerin digkisindan izole edilen laktobasil cinsi bakterilerin bir¢ok probiyotik
ozelliklerinin arastirildigi bir ¢alismadir. Bu tez ¢alismasi, Tiirkiye’ de yasayan ve

annelerin siitii ile beslenen beklerinin diskisindan izole edilen laktobasillerin
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probiyotik 6zellikleri bakimindan bilgiler verecektir. Calisma sonucunda elde edilen
verilere gore suslar tarafindan iiretilen EPS’ nin probiyotik kullanim agisindan
onemli oldugunu diisiiniilmektedir. EPS iiretimi yiiksek olan birgok susun asit,
hidrojen peroksit iiretimi, antimikrobiyal aktiviteleri yliksek oldugu, bununla birlikte
agregasyon yetenekleri, hidrofobisiteleri ve kolesterol giderimleri de yiiksek
bulunmustur. Bakterilerin kolonizasyonunda toplumun beslenme aliskanliklari,
cografi kosullar ve bakteri tiirlerinin farklili§i gibi bir¢ok parametrenin de etkili
oldugu diisiiniiliirse, 6zellikle anne siitii ile beslenen bebeklerin diskisindan izole
edilmis ve probiyotik Ozellikleri arastirilmis istiin nitelikli suslarin 6zellikle bu
bolgedeki insanlarda probiyotik uygulamalarda kullanilmasi ile daha verimli

sonuglarin alinabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu ¢alisma sonucunda, L. casei LB74, L. casei LB 61 ve L. casei LB64 suslarinin
H202, laktik asit ve EPS iiretim kapasitesinin ve safra tuzu toleransinin yiiksek
olmasi nedeniyle canliligin1 koruyarak, bagirsaklara ulagabilecegi diisiiniilmektedir.
EPS, agregasyon, hidrofobisite ve kolesterol giderim yetenekleri ile epitel yilizeylere
daha kolay kolonize olup, patojenler iizerindeki inhibisyon etkisi sayesinde de epitel
yiizeyde E. coli ve Salmonella’lar gibi patojen mikroorganizmalar igin biyolojik bir
bariyer olusturabilecekleri diisiiniilmektedir. Bu suslarin sahip olduklar1 bu {istiin
ozelliklerden dolayi, hayvan denemeleri yapildiktan sonra potansiyel probiyotik
mikroorganizmalar olarak kullanilmalar1 Onerilebilecektir. Bu bakterilerin asit
direncinin az olmasi nedeniyle gelecek g¢alismalarda bu o6zelligin kapsiilleme ve
baska teknik kullanilarak gelistirilmesi ile probiyotik agidan daha verimli kiiltiirlerin

olusturulmasi onerilmektedir.
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