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OZET

Probiyotik Bacillus Tiirlerinin Baz1 Gida Patojenleri Uzerine

Antimikrobiyal Etkisinin In Vitro Iincelenmesi

Burcu Mine SENOL

Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Yiksek Lisans Tezi

Danigsman: Prof. Dr. Muhammet ARICI

Konaker1 sagligr iizerinde yararli etkiler sagladigi bilinen probiyotikler, giiniimiizde gida
tirtinlerine daha fazla dahil edilmekte ve gida takviyesi olarak kullanimi dnerilmektedir.
Probiyotikler iizerine yapilan c¢aligmalar genellikle Lactobacillus spp. ve
Bifidobacterium spp. iizerine odaklansa da son yillarda Bacillus tiirlerinin insan
gastrointestinal sisteminden izole edilmesi ve endospor olusturmalari onlari 6nemli
probiyotik potansiyele sahip mikroorganizma grubu haline getirmistir. Bu ¢alismanin
amac1 probiyotik Bacillus tiirlerinin  Staphylococcus aureus subsp. aureus
(ATCC25923), Listeria monocytogenes (ATCC13932), Escherichia coli (CECT4972)
ve Salmonella Typhimurium (ATCC14028)’a kars1 antimikrobiyal aktivitesini in vitro
olarak test etmektir. Bu amagla farkli kaynaklardan izole edilen ve probiyotik 6zellikte
olduklar1 belirlenen bes Bacillus spp. (B. subtilis, B. coagulans, B. clausii) susunun
antimikrobiyal akvititesi S. aureus, L. monocytogenes, E. coli O157:H7 ve S.
Typhimurium’a kars1 zamana bagl olarak agar, broth ve UHT siit olmak tizere ii¢ farkli
ortamda arastirilmigtir. Agar kuyucuk yontemine gore B. coagulans ve B. clausii’ye ait
suslarin secilen test mikroorganizmalarina karst herhangi bir antimikrobiyal aktivite

gosterdigi tespit edilemezken B. subtilis’e ait suglarin S. aureus ve E. coli O157:H7

xii



tizerinde antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Canli test mikroorganizma
say1st zamana bagli olarak incelediginde bulgular broth ortamindaki probiyotik Bacillus
spp. ve patojen kombinasyonlarindaki en yiiksek inhibisyon etkisinin %50,69 canli test
mikroorganizmasi sayisi azalmasiyla S. aureus’a karsi oldugu tespit edilmis ve ayni

sonucun %33,14 azalmayla UHT siit ortaminda da devam ettigi goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus, probiyotik, patojen bakteri, inhibisyon, antimikrobiyal

aktivite
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ABSTRACT

In Vitro Evaluation of the Antimicrobial Effect of Probiotic
Bacillus Species Against Some Food Pathogens

Burcu Mine SENOL

Department of Food Engineering

Master of Science Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Muhammet ARICI

Probiotics, which are known to have beneficial effects on host health, are being
included in food products increasingly and their use as food supplements is
recommended. Studies on probiotics are commonly based on Lactobacillus spp. and
Bifidobacterium spp., in recent years the isolation of Bacillus species from the human
gastrointestinal tract and their endospore formation have made them a group of
microorganisms with important probiotic potential. The objective of this study is to
determine the antimicrobial activity of probiotic Bacillus species against
Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC25923), Listeria monocytogenes
(ATCC13932), Escherichia coli (CECT4972) and Salmonella Typhimurium
(ATCC14028) in vitro. For this purpose, five Bacillus spp. (B. subtilis, B. coagulans, B.
clausii) strains against S. aureus, L. monocytogenes, E. coli O157:H7 and S.
Typhimurium were investigated in three dissimilar media as agar, broth and UHT milk
depending on time. According to the agar well method, it was not determined that the
strains of B. coagulans and B. clausii showed any antimicrobial activity against the
selected test microorganisms, while the strains of B. subtilis showed antimicrobial
activity on S. aureus and E. coli O157:H7. When the number of viable test

microorganisms is examined over time, the findings show that the probiotic Bacillus
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spp. and pathogen combinations, it was determined that the highest inhibition effect was
against S. aureus with a 50.69% decrease in the number of live test microorganisms,
and it was observed that the same result continued in the UHT milk medium with a
decrease of 33.14%.

Keywords: Bacillus, probiotic, pathogenic bacteria, inhibition, antimicrobial activity
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Giliniimiizde insan epitel yiizeylerinde kolonize olan mikroorganizmalarin, insan
mikrobiyotas1 ve sagligimi belirlemede Kilit bir role sahip oldugu kabul edilmektedir.
Probiyotikler, bagirsak mikrobiyotas1 tizerindeki etkileriyle konagin fizyolojik ve
patolojik siiregleri tizerinde olumlu etkiye sahip mikroorganizmalardir (Erickson &
Hubbard, 2000). Probiyotiklerin sagladigi saglik yararlar1 ile ilgili kesin bilimsel
kanitlar az olsa da onlar, bagirsak epitel bariyerini gii¢lendirebilmekte, bagisiklik
sistemini modiile edebilmekte, antimikrobiyal maddeler iiretebilmekte ve sentezleri igin
metabolik yollar1 kontrol ederek toksik maddelerin iiretimini azaltabilmekte ayrica bazi

patojenlerin adhezyon kabiliyetini engelleyebilmektedir (Monteagudo-Mera vd., 2019).

Bacillus cinsinin tiyeleri probiyotik olarak yaygin kullanim alani bulan Lactobacillus ve
Bifidobacterium cinslerine kiyasla spor olusturmasi, gastrointestinal sistemde asit ve
safra tuzlarma direnci, bagirsaktaki canliligl, uzun raf omriinde hayatta kalabilme ve
cesitli antimikrobiyal bilesikleri iiretme yetenegi gibi 6zelliklerinden dolayr farkli gida
tirtinlerinde ve terapdtiklere alternatif olarak giderek artan bir sekilde tercih edilen

mikroorganizmalardir (Mohkam vd., 2016).

Probiyotik olarak kullanilacak potansiyel mikroorganizmalar1 segerken, arzu edilen
fizyolojik Ozelliklerin ve patojenik bakterilerin gelismesini engelleme yeteneginin
belirlenmesi ¢ok Onemlidir. Patojenlere karsi antagonistik aktivite, probiyotik
mikroorganizmalarin etki mekanizmalarindan biri olarak kabul edilir. Bu antipatojenik
aktivite; bakteriyolitik enzimler, bakteriyosinler ve antibiyotikler gibi c¢ok spesifik
spektrumlara ve etki mekanizmalarina sahip bilesikler dahil olmak tizere farkh
maddeleri tiretme yetenekleri ve rekabet¢i dislama dahil olmak tizere pek ¢ok degiskene
baghdir. Bu maddelerin tiima Bacillus cinsi tarafindan iretilir ve probiyotik Bacillus
tiirlerinin patojenler ile dogrudan etkilesime girdigini gosteren sinirli sayida calisma

mevcuttur (Urdaci & Pinchuk, 2004).



Bu calismada cesitli kaynaklardan izole edilen ve potansiyel probiyotik ozellikleri
belirlenen bes Bacillus spp. (B. subtilis, B. coagulans, B. clausii) susunun bazi gida
patojenlerine (S. aureus, L. monocytogenes, E. coli O157:H7, S. Typhimurium) kars1
antimikrobiyal aktivitesi; agar, broth ve UHT siit olmak tizere tig farkli ortamda zamana

bagli olarak incelenmistir.
1.2 Tezin Amaci

Bir mikroorganizmanin potansiyel probiyotik olarak kullaniminin belirlenmesindeki en
onemli kriterlerden biri de patojen mikroorganizmalar iizerinde antimikrobiyal etkiye
sahip olmasidir. Mevcut c¢alisma, potansiyel probiyotik Bacillus suslarinin
antimikrobiyal aktivitelerini bazi gida patojenleri tizerine degerlendirerek bu tir
karakterizasyona katkida bulunmay: amaglamaktadir. Ayrica probiyotik suslarin
antimikrobiyal etkinliklerinin incelenmesinde farkli ortamlarin kullanilmasi probiyotik

olarak kullaniminin degerlendirilmesinde 6nemli olabilir.

1.3 Hipotez

Probiyotik Bacillus tiirlerinin antibakteriyel aktivitelerinin mekanizmas: ile ilgili bazi
belirsizlikler olsa da daha onceki ¢alismalar Bacillus suslarinin bakteriyosinler veya
bakteriyosin benzeri maddeler iireterek bakteriyel patojenler iizerinde inhibisyon
etkisine sahip oldugunu bildirmistir. Bu anlamda hipotezimiz, ¢esitli kaynaklardan izole
edilen ve potansiyel probiyotik olarak kullanilan farkli tiirlere ait Bacillus suslarinin
bazi gida patojenlerine karsi antimikrobiyal aktivitesini farkli ortamlarda
degerlendirerek ileri asamalarda gerekli fonksiyonel kriterleri karsilamadaki 6nemini
ortaya koyarak potansiyel probiyotik olarak kullanimini, enfeksiyonlari kontrol ve

tedavi etmekte alternatif stratejiler olarak dnemini ortaya koymaktir.



2

LITERATUR TARAMASI

2.1 Probiyotikler

2.1.1 Probiyotik Tanim ve Tarihgesi

Probiyotikler, konak¢1 sagligi tizerindeki etkilerini ve etki mekanizmalarini anlamamiza
bagli olarak bugiine kadar ¢ok ¢esitli sekillerde tanimlanmistir. Probiyotik terimi,
Yunanca kokenlidir ve “yagsam i¢in” anlamina gelmektedir. Yasam i¢in; konagin saglik
kalitesini arttiran her organizma veya madde anlamina gelir. Probiyotik teriminin tanimi
ilk defa 1908 yilinda fermente siit liriinlerinin tiiketiminin 6mrii uzattiginmi belirten
Metchnikoff tarafindan yapilmistir. Fakat tanim yillar iginde degisip gelismistir
(Zendeboodi vd., 2020). Lilly ve Stillwell (1965) probiyotik terimini bir
mikroorganizma tarafindan tretilen gelismeyi destekleyen maddeleri tanimlamak,
Sperti ise 1971 yilinda mikrobiyal gelismeyi uyaran doku ekstraktlarini tanimlamak igin
kullanmigtir (Fuller, 1992). Probiyotik terimini bagirsak mikrobiyotasiyla iligkilendiren
ilk kisi Parker olmustur. Parker (1974) probiyotigi bagirsaklarda mikrobiyal dengeye
neden olan organizma ve maddeleri tanimlamak i¢in kullanmistir. Roy Fuller (1992)
Parker’in tanimini gelistirerek probiyotikleri “konak¢inin bagirsak mikrobiyatasini
olumlu yonde etkileyen canli mikrobiyal takviyeler” olarak tanimlamistir. Bu anlamda
Fuller canlilik iizerine vurgu yapan ilk kisi olmustur. Haveenar ve In't Veld (1992)
probiyotiklerin tek veya karisik kiiltiirler seklinde alinabilen canli mikroorganizmalar
olduguna dikkat ¢ekmistir. Salminen (1996) probiyotik tanimini, canli bir mikrobiyal
kiiltiir veya kdiltiirlii siit tirtinli olarak genisletmistir. Yani probiyotigin siit {iriinlerinin
mikrobiyal kiiltiiri olduguna dikkat ¢ekmistir. Salminen ve arkadaslart (1999)
probiyotiklerin mutlaka canli olmasi gerekmedigini ifade etmis ve aymi zamanda
konake1 sagligi lizerinde faydali etkiye sahip olan mikrobiyal hiicrelerin bilesenlerini de
probiyotik tanimina dahil etmistir. Schrezenmeir ve Vrese yerli mikrobiyotanin optimal
ozellikleri o ana kadar tanimlanmadigi icin probiyotiklerin mikrobiyotay: iyilestirmesi
yerine degistirmesi ifadesini kullanmis ve saglik etkilerinin ortaya ¢ikmasi igin yeterli
mikrobiyal saymin gerekliligine vurgu yapmistir. Ayrica probiyotiklerin konagin bir

boliimiinde mikrobiyotay1 degistirdigini dile getirmis ve mikroorganizmalara ek olarak



tirtinleri de bu tanima dahil etmistir (Schrezenmeir ve Vrese, 2001). WHO ve FAO
tarafindan probiyotikler “yeterli miktarlarda alindiginda konak¢inin sagligini olumlu
yonde etkileyen canli mikroorganizmalar” olarak tanimlanmistir. O zamandan beri bu

tamim kabul gormiis ve giiniimiizde probiyotik iriinleri canlilik ve miktar olarak

degerlendirmek igin bir kriter olarak kullanilmaktadir (FAO/WHO, 2002).
2.1.2 Probiyotiklerin Etki Mekanizmasi

Farkli suslar ve farkli iirtin formiilasyonlarinin mevcut oldugu goéz oniine alindiginda
probiyotikler nasil ¢alisir sorusuna verilecek tek bir cevap yoktur (Reid, 2016). Belirli
bir probiyotigin ne tiir bir etki gdsterecegi metabolik o6zelliklerine ve salgilanan
bilesiklerine baglidir. Etki mekanizmalar1 genis capta kanitlanmamis olsa da in vitro ve
bazi in vivo deneyler birkagini desteklemektedir. Probiyotiklerin etkileri t¢ etki

bi¢iminde smiflandirilabilir (Oelschlaeger, 2010):

0] Probiyotikler dogustan gelen ve kazanilmis bagisiklik sistemi dahil olmak
tizere konagin savunmasini modiile edebilir. Bu etki sindirim sistemi

boliimlerinin kronik ve iltihabi hastaliklarinin tedavisi i¢in Onemlidir.

(I1)  Probiyotiklerin diger kommensal veya patojen mikroorganizmalar {izerinde
dogrudan etkisi olabilir. Bu etki bagirsaklardaki mikrobiyal denge,

enfeksiyonlarin tedavisi ve 6nlenmesinde etkilidir.

(1) Probiyotik etkiler toksinler, konakg: tirtinleri (safra tuzlari1 ve gida bilesenleri
vb.) gibi mikrobiyal {irtinleri etkileyen olaylara bagli olabilir. Bu tiir
durumlar bagirsaktaki konak¢i ve gida bilesenlerinin detoksifikasyonuna,

toksinlerin inaktivasyonuna neden olabilir.

Probiyotik mikroorganizmalarin konak tizerinde ¢ok sayida ve ¢ok ¢esitli etkileri vardir.
Probiyotikler epitelyal ve dendritik hiicreler ve monositler/makrofajlar ve lenfositlerle
etkilesime girme yetenekleri ile immiinomodiilator etki gostermektedir (Goémez-
Llorente vd., 2010). Bagirsak bariyeri, epitel biitiinliigiinii korumak ve organizmayi
cevreden korumak i¢in kullanilan 6nemli bir savunma mekanizmasidir. Bagirsak epiteli,
limen icerigi degisken enterik mikrobiyota ile siirekli temas halindedir. Bagirsak
bariyerinin savunmasi, mukus tabakasi, antimikrobiyal peptitler, salgi IgA ve epitelyal
baglant1 adezyon kompleksinden olusur (Bermudez-Brito vd., 2012). Bu bariyer islevi
bozulursa inflamatuar bagirsak hastaligi gibi bozukluklara neden olabilir. Probiyotik

bakterilerin bu bariyerin korunmasma katilimlari, bagirsak bariyer fonksiyonunu
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gelistirme mekanizmalar1 kapsamli bir sekilde incelenmistir (Ohland & Macnaughton,
2010). Bagirsak mukozasina yapigsma, kolonizasyon i¢in bir 6n kosul olarak kabul edilir
ve probiyotik suslar ile konakg¢i1 arasindaki etkilesim i¢in Onemlidir. Probiyotiklerin
bagirsak mukozasina yapismasi, bagisiklik sisteminin modiilasyonu ve patojenlere karsi
antagonizma i¢in de dnemlidir (Beachey, 1981). Adhezyon 6nleyici etki, ayni reseptor
icin probiyotik ve patojen arasindaki rekabetin veya probiyotikler tarafindan miisin
tiretiminin uyarilmasinin sonucu olabilir (Mack vd., 2003). Miisin glikoproteinleri,
epitelyal mukusun ana makromolekiiler bilesenleridir. Probiyotikler, bariyer
fonksiyonunu iyilestirmek ig¢in bir mekanizma olarak mukus salgilanmasini tegvik
edebilir. Probiyotik bakteriler, hiicre kiiltiiri deneylerinde epitel hiicrelerine
tutunabildikleri ve bdylece patojenlerin adhezyonunu engelledikleri i¢in, bu
mekanizmanin konakg¢idaki probiyotik etki i¢in 6nemli oldugu tahmin edilmektedir.
Bagirsak mikrobiyotasinin  patojenik bakteriler tarafindan kolonizasyona direng
gosterdigi mekanizmalardan biri de pH, redoks potansiyeli ve hidrojen siilfiir tiretimi ile
ilgili olarak fizyolojik olarak kisitlayici bir ortamin iiretilmesidir. Probiyotikler, liimen
pH'sin1 diislirerek, bakteri tutunmasini ve yer degistirmesini engelleyerek veya
antibakteriyel maddeler iireterek patojenik bakterileri antagonize edebilir (Ng vd.,
2009). Probiyotik bakteriler, safra tuzlarinin tiirevleri olan dekonjuge safra asitleri
tiretebilir. Dekonjuge safra asitleri, konak¢1 organizma tarafindan sentezlenen safra

tuzlarma kiyasla daha giiclii bir antimikrobiyal aktivite gosterir (Candela vd., 2010).
2.1.3 Probiyotiklerin Saghga Yararh Etkileri ve Kullanim

Beslenmenin rolii, yalnizca viicudun metabolik gereksinimlerini karsilamak icin yeterli
besini saglamak degil, ayn1 zamanda viicudun cesitli islevlerini modiile etmektir.
Probiyotikler temel saglik destekleyiciler olarak kabul edilir ve klinik saglik yararlar
icin  kullanilmaktadir.  Probiyotik mikroorganizmalarin  yararli  saglik  etkisi
sergileyebilmesi i¢in konak¢imin mide ve gastrointestinal sistem kosullarinda hayatta
kalabilmesi gerekmektedir. Minimum etkili konsantrasyon hakkindaki bilgiler tartigmali
olsa da, probiyotik {rlinlerin minimum konsantrasyonda 10° kob/mL veya g olmasi
gerektigi ve giinde toplam 108-10° probiyotik mikroorganizmanin alinmasi gerektigi
genel olarak kabul edilmektedir (Sanders, 2008). Probiyotikler laktoz intoleransi,
antipatojenik, antidiyabetik, antiobezite, antiinflamatuar, antikarsinojenik, antialerjik ve
anjiyojenik aktiviteler gibi cesitli 6zellikleri ile konak sagligi tizerinde faydali etkiler
gosterirler (Vijaya Kumar vd., 2005; Quijano, 2011; Galdeano vd., 2019).



Laktoz intoleransi, probiyotiklerin arastirilan saglik etkilerinden biridir. Probiyotikler
safra salgilariyla pargalandiginda bagirsak limeni i¢inde yiiksek diizeyde laktaz igerir.

Laktaz daha sonra sindirilen laktozu azaltarak sindirim semptomlar1 lizerinde etki eder

(Tuohy vd., 2003).

Bagirsak popiilasyonundaki cesitli mikrobiyal tiirler arasindaki denge insan sagliginin
korunmasi igin bir 6n kosuldur. Inflamatuar bagirsak hastaliklar1 kronik veya
tekrarlayan bagirsak iltihabi ile karakterize rahatsizliklardir. Arastirmalar, bagirsak
mikrobiyotasindaki bir dengesizligin, inflamatuar bagirsak hastaliklarinin pozitif
diizenlenmesinde Onemli bir patofizyolojik rol oynadigim1 gostermistir. Ayrica,
bozuklugun probiyotik takviye yoluyla degistirilebilecegi de anlasilmistir (Vasiljevic &
Shah, 2008). Ayn1 zamanda bagirsak mikrobiyal popiilasyonunda dengesizligine neden
olan diyarenin Onlenmesi ve tedavisinde, 0zel durumlarda probiyotik laktik asit
bakterileri ve bifidobakterilerin kullanilmasi da iyi bir se¢im olarak ortaya ¢ikmistir

(Samarzija vd., 2009).

Probiyotiklerin insan sagligim1 gelistirme yollarindan biri de patojenler tarafindan
kullanilacak olan gelisme ve ¢ogalma gerekli olan besinler i¢in rekabet ederek patojenik
bakterilerin gelismesini engellemektir. Bu aktiviteleri probiyotiklerin en faydali
etkilerinden biri olarak kabul edilir ¢iinkii bagirsak mikrobiyotas: bilesimindeki
herhangi bir bozukluk veya degisiklik inhibe edilebilir. Ayrica probiyotikler
antimikrobiyal bilesiklerin sentezi yoluyla da patojenik bakterilerin gelismesini
engelleyebilir. Bakteriyosin, organik asitler, etanol, hidrojen peroksit, biyoaktif
peptitler, diasetil ve asetaldehitler gibi ¢ok cesitli antipatojenik bilesikler iireterek
bakterisidal ve bakteriyostatik etki gosterirler (Miyazaki vd., 2010; Nielsen vd., 2010;
Islam, 2016).

Probiyotikler antimutajenik etkilere sahip olabilir veya kanserojen olusumun
modiilasyonu ve tiimorlerin baskilanmasi yoluyla mutajenik aktiviteyi inhibe edebilir.
Bunlar, hastalig1 azaltmak ve minimum yan etkisi olan veya hi¢ yan etkisi olmayan
etkili bir ilag gelistirmek, isbirlik¢i bir sekilde ¢alismak i¢in klinik beslenme uzmanlari

tarafindan ilgi gormiistiir (Reddy, 1998).

Alerjik hastaliklarin etiyolojisine katki saglayan yeni tedavi yaklagimlarini anlamak
hastaliklarin dnlenmesi ve takibi i¢in onem tasimaktadir. Insanlarm gidalar ile ¢ok

sayida g¢evresel ajana maruz kalmasi, bagisiklik bozukluklarinin neden oldugu alerjik



hastaliklarin artan prevalansini da beraberinde getirmektedir. Bagirsak mukozasi, bu
antijenleri asimile etmede etkilidir (Mersha ve Pandita, 2018). Bagirsak mukozal
bariyerinin Onemli bir Dbileseni de bagirsak mikrobiyotasidir, ve bagirsak
mikrobiyotasindaki herhangi bir aksaklikta antijen tasinmasi artar. Probiyotik
mikroorganizmalarin, gida alerjisi ve atopik dermatit olan hastalarda endojen bariyer
mekanizmalarini destekledigi bildirilmistir (Majamaa & Isolauri, 1997). Lactobacillus
plantarum L67 gibi belirli probiyotiklerin in vitro c¢alismalari, konakgilarinda
interlokin-12 ve interferon-g diretimi ile alerji ile iliskili bozukluklar1 6nleme

potansiyelini gostermistir (Song vd., 2016).

Bagirsak mikrobiyotasinin obezite tedavisinde yeni bir yaklagim olabilecegi ©one
stirilmustiir. Calismalar Lactobacillus gasseri SBT2055, L. rhamnosus ATCC53103 ve
L. rhamnosus ATCC53102 ve Bifidobacterium lactis Bb1l2 kombinasyonunun
yaglanmayi, viicut agirhigini ve kilo alimini azaltabilecegine isaret etmistir. Ayrica, kisa
zincirli yag asidi Uretimi ve diisilk dereceli inflamasyon, metabolizmay1 ve viicut

agirligini etkileyen temel etki mekanizmalari olarak bulunmustur (Mekkes vd., 2013).

Probiyotiklerin glukoz homeostazinda dolayli bir rol oynamasindan dolay: diyabetik
komplikasyonlar1 kontrol altina almak igin alternatif bir korunma yaklagimi ve tedavi
yontemi olarak kullanilabilecegi one siiriilmektedir. Tip 2 diyabetli hastalar tizerine
yapilan bir ¢alismada giinliik belirli bir miktar probiyotik yogurt tiiketiminin tip 2
diyabetli hastalarda HbAlc ve bazi inflamatuar belirtegleri azaltabilecegini gostermistir
(Mohamadshahi vd., 2014). Aym sekilde gestasyonel diyabetli kadinlarda
probiyotiklerle takviye, bazi inflamatuar belirtegleri modiile etmeye yardime1 olabilir ve

glisemik kontrol {izerinde yararlar1 olabilir (Jafarnejad vd., 2016).
2.1.4 Probiyotik Suslarin Sec¢imi

Biyofonksiyonel {irlinler pazari siirekli olarak mevcut iirlinlerin uygulanmasina ve
cesitlendirilmesine ihtiya¢ duymaktadir. Bu da farkli ve spesifik fonksiyonel 6zelliklere
sahip yeni suslarin se¢imini igermektedir (de Melo Pereira vd., 2018). Hedef
fonksiyonlarin ¢esitliligi ve teknolojik uygulamalar nedeniyle, yeni probiyotik
adaylarinin se¢imi ve degerlendirilmesi, birden fazla adim igeren kapsamli bir yaklagim
gerektirir. Mikrobiyal suslarin probiyotik kriterleri karsilayip karsilamadigini aragtirmak
icin bir dizi in vitro deney mevcuttur. In vitro deneylerde dogrulanan bu genel se¢im

kriterlerine dayanarak, mikroorganizmalar1 probiyotik suslari potansiyel degerlerine



gore taramak mimkiindiir (Havenaar vd., 1992). In vitro ¢alismalari hayvan
modellerinde yapilan calismalar takip etmektedir, insana yoneldikten sonra klinik
caligmalar (faz 1), bireysel hasta calismalar1 (faz 2) ve son olarak biiylik dl¢ekli insan
calismalar1 (faz 3) ile tamamlanmaktadir. Son olarak uygun hedefe spesifik in vitro
testlerin in vivo sonuglarla korelasyonu onerilir (Conway, 1996). Bir mikroorganizma
susunun probiyotik olarak degerlendirilebilmesi icin su 6zellikleri tagimasi beklenir

(Saarela vd., 2000; Shewale vd., 2014):

1. Probiyotik sus genel olarak giivenli kabul edilen (GRAS) mikroorganizmalari
temsil etmelidir.

2. Probiyotik insan orjinli olmalidir.

3. WHO/FAO yonergelerine gore probiyotikler susa 6zgiidiir, dolayisiyla cins, tiir

ve sus diizeyinde tanimlanmalidir.

Secilen suslar patojenik ve toksik olmamalidir.

Midenin asidik kosullarina ve safra asitlerine kars1 direngli olmalidir.

Potansiyel olarak patojen bakterilere karsi antimikrobiyal etki gdstermelidir.

N o g &

Dogal veya kazanilmis bagisikligin gesitli yonlerini uyarabilmenin yani sira
diizenleyebilmelidir.

8. Bagirsaklarda kolonize olmali ve tutunabilmelidir.

9. Antimutajenik ve antikarsinojenik 6zellikler gostermelidir.

10. Aktarilabilir antibiyotik diren¢ genlerine sahip olmalidir.

Bir probiyotik sus, gerekli giivenlik ve fonksiyonel kriterleri yerine getirse de
probiyotik {iretimi ve islenmesi ile ilgili hususlar da son derece 6nemlidir. Probiyotik
seciminde ¢esitli teknolojik yonler dikkate alinmalidir (Chang vd., 2010; Divya vd.,
2012; Fernandez-Pacheco vd., 2018):

1. Probiyotikler canliligin1 kaybetmeden depolama sartlarinda hayatta kalma ve
yasamini siirdiirme yetenegine sahip olmalidir.

2. Onemli canlilik kayb1 olmaksizin isleme kosullarina dayanikli olmalidur.

3. Basit bir fermantasyon ortaminda maksimum konsantrasyonda hizla gelisme
yetenegine sahip olmalidir.

4. Uriinde iyi duyusal ézelliklere neden olmalidir.

5. Faj direncine sahip olmalidir.



2.1.5 Probiyotik Olarak Kullanilan Mikroorganizmalar

Yaygin olarak kullanilan probiyotik mikroorganizma cins ve tiirleri Tablo 2.1°de

listelenmistir (George Kerry vd., 2018).

Tablo 2.1 Yaygin olarak kullanilan probiyotik mikroorganizmalarin cins ve tiirleri

Probiyotik Mikroorganizma Cinsi Tlgili Tiirler

Lactobacillus

Lactiplantibacillus plantarum
Lacticaseibacillus paracasei
L. acidophilus
Lacticaseibacillus casei
Lacticaseibacillus rhamnosus
L. crispatus
L. gasseri
Limosilactobacillus reuteri
L. bulgaricus
Limosilactobacillus fermentum
L. johnsonii
L. helveticus

. sporogenes

Propionibacterium

. jensenii
. freudenreichii

Peptostreptococcus

. productus

Bacillus

L

P

P

P

B. coagulans

B. subtilis

B. clausii

B. licheniformis
B. polyfermenticus
B. cereus

B. laterosporus

Lactococcus

Lc. lactis

Lc. reuteri

Lc. rhamnosus
Lc. casei

Lc. acidophilus




Tablo 2.1 Yaygin olarak kullanilan probiyotik mikroorganizmalarin cins ve tiirleri

(devami)

Enterecoccus . faecium

Pediococcus . acidilactici

. pentosaceus

Streptococcus . sanguis

. oralis

mitis

. thermophilus
. salivarius

Bifidobacterium . adolescentis
. infantis

. longum

. catenulatum
breve

. animalis

. bifidum

. thermophilum

Bacteriodes . uniformis

Akkermansia . muciniphila

Saccharomyces . boulardii

“w V> @I O O T T T T T O 0 0 0 TV O M

. cerevisiae

2.2 Probiyotik Bacillus
2.2.1 Bacillus

Bacillus cinsi taksonomik olarak smiflandirildiginda (Sekil 2.1) Firmicutes subesi
igerisinde yer alir ve Bacillaceae familyasina mensuptur. Bacillaceae familyas;
genellikle protein ortamini enzimler araciligiyla aktif olarak ayristiran, peritrik
flagellaya sahip Gram pozitif endospor iireten gubuk seklindeki bakteriler olarak
tanimlanmistir. Bergey's Manual of Systematic Bacteriology’in son baskina gore
Bacillus, Alkalibacillus, Amphibacillus, Anoxybacillus, Cerasibacillus, Filobacillus,
Geobacillus,  Gracilibacillus,  Halobacillus, Halolactibacillus,  Lentibacillus,

Marinococcus, Oceanobacillus, Paraliobacillus, Pontibacillus, Saccharococcus,
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Tenuibacillus, Thalassobacillus ve Virgibacillus olmak tizere 19 farkli cins bu

familyanin icerisinde yer almaktadir (Logan & Vos, 2015).

Bacillus ise genellikle uzun iplikler halinde bulunan ve rizoid koloniler olusturan
cogunlugu saprofit aerobik formlar olarak tanimlanmistir. Bacillus cinsi igerisinde pek
cok farkli tiire ev sahipligi yapmaktadir fakat baslangigta Bacillus cinsinin iiyeleri
olarak tanimlanan birgok tiir, simdi farkli cins ve familyalarin temsilcileri olarak
yeniden smiflandirilmaktadir. Bergey's Manual'in en son versiyonu 142 Bacillus tiiriinii
listelemistir ve bunlardan 95 tanesi onaylanmus tiirdiir. Bacillus terimi genel olarak iKi
farkli anlamda kullanilmistir; birincisi cins adi olarak ikincisi ise bakteriyologlar
tarafindan en yaygin olarak kabul edilen “’bacillus’ olarak sekle genel bir gonderme

olarak ifade edilmistir (Borriss, 2020).

Alem: Bakteri

L 2

Sube: Firmicutes

-

Sinif: Bacilli

-

Takim: Bacillales

-

Familya: Bacillaceae

¥

Cins: Bacillus

Sekil 2.1 Bacillus cinsinin taksonomisi

Giliniimiizde endospor olusturan Bacillus subtilis, genel olarak Gram pozitif bakteriler
icin bir paradigma olarak kabul edilir (Kunst vd., 1997). Bacillus cinsine olan ilgi 19.
yiizyilin biiylik bilim adamlar;; modern mikrobiyolojinin kurucularindan Ferdinand
Cohn, saf bakteri kiiltiirii elde etmek i¢in ilk yontem olan B. anthracis'i kullanarak
gelistiren Robert Koch ve ilk olarak un degirmeninden B. thuringiensis’i izole eden
Alman bilim adami1 Ernst Berliner’e kadar gitmektedir (Cohn, 1875; Koch, 1876;
Berliner, 1915).
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Bacillus tiirleri ¢ubuk seklinde (Sekil 2.2), endospor olusturan (Sekil 2.3) aerobik veya
fakiiltatif anaerobik, peritrik veya dejenere peritrik flagella yoluyla hareketli veya
hareketsiz, katalaz pozitif, oksidaz pozitif veya negatif, Gram pozitif bakterilerdir; bazi
tirlerde kiltiirler yaslanmaya bagl olarak Gram negatif olabilir. Koloni morfolojisi ve
boyutu tiirler arasinda ¢ok degiskendir. Hiicreler tek tek ve ciftler halinde, diiz veya
hafif kavisli, gubuk seklinde, bazilar1 zincirler halinde ve bazen de uzun filamentler
halindedir (Gordon vd., 1973).

Sekil 2.2 Bacillus clausii’ye ait Gram boyama goriintiisii

Ustel gelisme fazinin sonunda endosporlar olusur. Sporiilasyonun indiiklenmesinde
besin yoksunlugu, gelisme sicakligi, cevresel pH, belirli minerallerin varlig1 ve karbon,
nitrojen ve fosfor kaynaklar1 ve bunlarin konsantrasyonlar1 dahil olmak iizere birgok
bagka faktor tetikleyici olarak rol oynamaktadir. Endospor merkezi protoplast ve
protoplasti ¢evreleyen, sporun 1s1 ve radyasyon direncinde de 6nemli olan biiyiik 6l¢iide
peptidoglikandan (murein) olusan bir kortekstir. Sporlar tiire bagli olarak elipsoidal,
silindirik veya kiiresel, konum esas olarak merkezi, subterminal veya terminal olabilir.
Cogu Bacillus tiirii nutrient agar veya kanli agar gibi standart gelisme ortamlarinda
gelisebilmektedir. Endosporlarin olusumu da normal olarak genel bir besiyerinde
gelistikten sonra spor boyama ile gozlemlenebilir (Turnbull vd., 1996; Graumann,
2007).
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Sekil 2.3 Bacillus subtilis’e ait endospor boyama goriintiisii

Bacillus cinsi ¢ok c¢esitli sicakliklarda (30-70°C), pH degerlerinde (5-10) ve tuz
konsantrasyonlarinda (%2-10) gelisebilen termofilik, psikrofilik, asidofilik, alkalifilik,
halotolerant ve halofilik tiirler igerir. Cogunlukla topraktan veya toprakla kontamine
olan ortamlardan izole edildikleri igin toprak organizmalari olduklar1 diisiiniilse de ayni
zamanda su, gida ve klinik 6rnekler gibi birgok farkli kaynakta bulunabilirler (Priest,
1993; Nicholson, 2002).

Bacillus cinsi fenotipik ve genotipik karakterleri agisindan heterojen bir gruptur. Bu
grup icerisinde insanlar ve hayvanlarda hastalikla iliskili patojenik potansiyele sahip
firsatg1 patojen ve toksin treticisi tiirleri barindirir. Bilinen patojen tiirler Bacillus
anthracis, Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis ve Bacillus licheniformis dir. Bacillus
anthracis sarbon hastaligina neden olur ve hastaligi insanlar dogrudan veya dolayl
olarak enfekte otcul hayvanlardan alirlar. Sarbon hastaliginin bilinen ii¢ tiiri vardir: (1)
enfekte olmus hayvanlarla ile temastan kaynaklanan kutandz (cilt) sarbonu ki bu
hastaligin en yaygin goriilen fakat en az tehlikeli olan seklidir, (2) enfekte hayvansal
tiriinlerinin tiikketimi sonucu sindirim sistemi iizerinde etkisi olan bagirsak sarbonu, (3)
spor yiikli tozun solunmasindan kaynaklanan pulmoner sarbondur ki bu hastaligin en
nadir goriilen tiradir (Hugh-Jones & Blackburn, 2009). Bacillus cereus iki farkh

enterotoksin ireterek gida zehirlenmelerine neden olur: Bunlar, mide bulantis1 ve kusma
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ile karakterize hizli baslangigli bir emetik sendrom ve daha yavas baslangigh, hafif
seyreden bir diyarejenik sendromdur (Kotiranta vd., 2000). Bacillus thuringiensis
sporlart ise toprak, rizosfer, filoplan, tatli su gibi cesitli ortamlardan ve bdocekler,
kabuklulardan izole edilebilir. Genellikle toprakta yasayan ve uygun kosullar altinda
firsat¢1 bir patojen olarak hareket eden bu bakteri insektisidal 6zelligi nedeniyle

biyopestisit olarak kullanilmaktadir (Raymond vd., 2010).
2.2.2 Bacillus Tiirlerinin Probiyotik Olarak Degerlendirilmesi

Bacillus tiirleri genellikle topraktan veya toprak ile kontamine olan ortamlardan izole
edildikleri i¢in toprak organizmalar1 olarak diisiiniilse de potansiyel probiyotik etkileri
lizerine yapilan ¢alismalar onlar1 bagirsak kommensalleri olarak diisiinmeye itmistir.
Bacillus spp. bagirsagin dogal bir sakini degildir ve allokton olarak kabul edilir. Ancak
toprak mikrobiyotas: ile kontamine olmus gida maddelerinin tiikketilmesi Sonucu
bagirsak yolunda kolonize olurlar. Insan gastrointestinal sistemi iizerinde yapilan
arastirmalar gaitadan elde edilen izolatlarin biyiik cogunlugunun 16S rRNA gen dizisi
analizleri sonucunda Bacillus cinsine ve ilgili tiirlere ait oldugunu goéstermistir. Bu
durum Bacillus suslarimin konagin digki mikrobiyotasi iizerindeki etkisinin onemli
oldugunu, konakgiyla benzersiz simbiyotik iliskiler gosterebilecegini ve probiyotik
potansiyele sahip suslarin insan bagirsagindan izole edilebilecegini kanitlamistir (Tam
vd., 2006; Hoyles vd., 2012).

Endospor olusumu bir mikroorganizma icin hayatta kalma mekanizmasidir. Cogu
mikroorganizma i¢in spor olusumunun biyolojik rolii, normalde diger
mikroorganizmalar i¢in Oldiiriicii olabilecek ekstrem kosullarda hayatta kalmak ve
hiicrelerin ¢ogalma sansini artirmaktir. Sporlarin uzun siireler boyunca hayatta kalma
yetenegi, biyoteknolojik agidan bakildiginda bu yasam dongiisii olgusunu probiyotik
suslarin iretim, depolama ve teslimini iyilestirmek icin bir firsat olarak ortaya
cikarmistir (Todorov vd., 2021). Laktik asit bakterileri ile karsilastirildiginda bakteriyel
spor olusturucular arastirma ilgisi agisindan yiiksek popiilerlik kazanmamis olsa da
insan diyet takviyelerinde ve hayvan yemlerinde probiyotik takviyeler olarak kullanim
alan1 bulmustur. Sporlarin 1s1l isleme dayanikli olmasi, gastrik bariyerin diisiik pH'sinda
hayatta kalabilmesi, canlilik {izerinde herhangi bir zararli etki olmaksizin oda
sicakliginda kurutulmus bir bigimde saklanabilmesi, spor halinde kullanildigi igin
stiresiz  olarak rafta saklanabilmesi diger spor olusturmayan probiyotik

mikroorganizmalara gére onlar1 avantajli kilmaktadir (Hong vd., 2005).
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Bacillus cinsinin vejatatif hiicre ve sporlari uzun zamandan beri soya, musir, piring,
kegiboynuzu gibi bir¢ok substratin dogal fermentasyonu ile fermente gidalar seklinde ve
¢ig sebzeler araciligiyla tiiketilmektedir fakat ayni zamanda giivenliklerine iliskin
endiseler de devam etmektedir. Bacillus’un potansiyel patojenik 6zelliklerinin
bulunmasinin  yarattigt  olusturdugu  gilivenlik  endisesi  probiyotik  olarak
degerlendirilmesinin Oniine gectigi i¢in ilgili tiirlerin fenotipik ve genotipik 6zelliklerini
kapsamli bir sekilde degerlendirmek ve bunlar1 GRAS statiisiine sahip olan probiyotik
tirler ile karsilastirmak ozellikle onemlidir. Bazi Bacillus tiirleri insan sagligi igin
biiylik bir risk olusturmaktadir. Bu risklerin arasinda enterotoksin iiretimi, antibiyotik
direng genlerinin transferi, normal hiicrelere karsi sitotoksisite ve biyojenik amin
tiretimi yer alir. B. cereus enterotoksin tiretimi ile iligkili insan patojeni olarak bilinir
fakat probiyotik olarak da kullanilmistir (Hoa vd., 2000). Bacillus tiirlerinin tirettigi
hemolizin (hbID/A), hemolitik olmayan enterotoksin (nheB), enterotoksin FM (entFM)
ve emetojenik toksin (ces) gibi enterotoksin genleri toksijenik potansiyellerini ortaya
koymaktadir (Lee vd., 2019). Antibiyotik direnci, bir susun giivenligini degerlendirmek
acisindan Onemli bir konudur cilinkii konjligatif olarak diger suslara aktarilabilir.
Genetik direng temelli yollar ile arastirildiklarinda Bacillus suslari ampisilin disindaki
tim antibiyotiklere direngli/duyarli olarak listelenmistir (EFSA, 2012). Biyojenik
aminler tim canli organizmalarda amino asitlerin mikrobiyal dekarboksilasyonu ile
tiretilir ve metabolik fonksiyonlar i¢in 6nemli bilesiklerdir. Yiiksek konsantrasyonlarda
alindiginda bas agrisi, solunum sikintisi, kalp carpintisi, hiper veya hipotansiyon ve
cesitli alerjik bozukluklara neden olurlar. B. licheniformis, B. polyfermenticus ve B.
subtilis ait bazi suslarin putresin, kadaverin, spermidin, feniletilamin ve spermin gibi

biyolojik aminleri tirettigi bildirilmistir (Chang & Chang, 2012).

Bacillus tiirleri, 1958 yilinda Italya’da OTC (regetesiz satilan ilag) tibbi takviyesi olarak
tescilli Enterogermina® markasiyla 50 yili askin siiredir probiyotik olarak
kullanilmaktadir. Bacillus cinsinin temsilcilerinin hem geleneksel fermentasyonda hem
de modern biyoteknolojik islemlerde genis bir uygulama alanmna sahip ¢ok islevli
mikroorganizmalar olmasi, son yillarda probiyotik olarak degerlendirmeye olan bilimsel
ilgiyi arttirmistir. Probiyotik olarak en kapsamli incelenen tiirler B. subtilis, B. clausii,

B. coagulans, B. licheniformis, B. polyfermenticus ve B. cereus ‘tur (Cutting, 2011).

Bacillus subtilis, dogada yaygin olarak bulunan bir mikroorganizmadir. B. subtilis

sporlar1 tek ve karisik tip ticari probiyotik olarak kullanilmaktadir. B. subtilis FDA
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tarafindan GRAS olarak kabul edilmistir Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi Nitelikli
Giivenlik Ongariisii'nde yer almaktadir, bu nedenle insan kullanimi icin giivenli oldugu
ileri stirilmektedir. B. subtilis, genomunun %4-5'ini antibiyotik sentezine ayiran ve 66
antibiyotik iireten en verimli tirdiir. (Suva vd., 2016). B. subtilis tarafindan sentezlenen
ve salgilanan antimikrobiyal ajanlar (sentezlenen antimikrobiyal maddeler), genis
patojen spektrumuna kars: antimikrobiyal etkilere sahiptir. Bu maddeler insan
antimikrobiyal savunma sisteminin dogal bir parcasidir, bu nedenle patojen direnci veya
istenmeyen yan etkiler gelistirme olasiligi daha azdir (Sumi vd., 2015). B. subtilis ile
ilgili yapilan ¢ok sayida klinik dncesi ve klinik caligmalar diyarenin tedavisinde ve
onlenmesinde profilaktik olarak kullanilabilecegini gostermistir. B. subtilis sporlari
sicakhga, asirn pH'a, mide asidine karsi olduk¢a direnglidir; safra ve c¢oziciiler,
dolayisiyla bagirsakta canlihigi korur. B. subtilis, sogutma olmaksizin uzun siire
saklanabilir. Immiinolojik veriler, B. subtilis sporlarinin fare bagirsaginda ¢imlendigini
ve ¢ogaldigini ve gelisip yeniden spor yapabildigini gostermistir (Tam vd., 2006). Bu
anlamda B. subtilis, insanlarda gesitli klinik durumlar igin ¢ok islevli probiyotik bakteri

olarak ortaya ¢ikma potansiyeline sahiptir.

Bacillus clausii sporlar1 OTC tibbi takviyesi olarak tescilli Enterogermina {irliniinde
infantil ishalin 6nlenmesi amaciyla kullanilmaktadir. B. clausii, spor olusturan bir
probiyotik olma avantajina sahip oldugu i¢in diyare tedavisinde tercih edilen bir
probiyotiktir. Oda sicakhginda stabildir ve diisiitk pH'a dayaniklidir. Bu da kolonize
olabilecegi ve faydali etkilerini gosterebilecegi ince bagirsaklara ulagsmasini saglar. Bir
probiyotik olarak B. clausii'nin etki sekli net degildir, ancak suslarin immiinomodiilator
mekanizma, adaptasyon ve bunlarin insan gastrointestinal kanalinda kolonizasyonunda
yer alan bazi proteinleri salgiladig: bildirilmistir (Urdaci vd., 2004). Spor olusturan bir
probiyotik olan B. clausii'nin antibiyotik iliskili diyarenin 6nlenmesinde ve
Helicobacter pylori ile iligkili yan etkilerin 6nlenmesinde etkinligine iliskin kanitlar
bulunmaktadir (Jayanthi & Sudha, 2015). Bununla birlikte B. clausii suslari siklikla
toprak mikrobiyotasinin bilesenleri olarak bulunur ve endiistriyel ve biyoteknolojik
alanlardaki onemli uygulamalar icin alkalin proteaz ve ksilanaz iretimi gibi bazi
ozellikler kullanilabilir (Cenci vd., 2006).

Bacillus coagulans, ilk olarak bozulmus siitten izole edilmistir ve laktik asit tirettigi
bilindigi i¢in 1933 yilinda Horowitz-Wlassowa ve Nowotelnow tarafindan ilk olarak

Lactobacillus sporogenes olarak adlandirilmistir (Muhammed Majeed vd., 2016). B.
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coagulans, genis bir enterik mikroorganizma spektrumuna karsi aktiviteye sahip olan
coagulin adi1 verilen bir bakteriyosin iiretir. Coagulin, 1sil isleme dayaniklidir ve hem
bakterisidal hem de bakteriyolitik aktivite sergiler. B. coagulans, ABD Gida ve Ilag
Dairesi (FDA) ve Avrupa Birligi Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) tarafindan giivenli
olarak rapor edilmistir ve Genel Olarak Giivenli Olarak Tanman (GRAS) ve Nitelikli
Giivenlik Karinesi (QPS) listesindedir (EFSA, 2013). Antibiyotik direnci, biyojenik
amin Uretimi ve hemolitik o6zellikleri degerlendirilerek bu izolatlarin fonksiyonel
gidalarda ve hayvan yemlerinde probiyotik olarak kullanilabilecegini belirten ¢alismalar
mevcuttur ve B. coagulans igeren birgok gida iriinii gesitli iilkelerde satilmaktadir.
Ayrica gida endiistrisinde kullanilan ve B. coagulans tarafindan tiretilebilen laktik asit,
a-amilaz, a-galaktosidaz ve B-galaktosidaz gibi iiriinler, disiik maliyetleri ve diger
kimyasal kaynaklara alternatif olmasi nedeniyle dikkat g¢ekmektedir (Konuray &
Erginkaya, 2018).

Bacillus licheniformis, esas olarak toprakta bulunur. B. licheniformis suslari, insan
saghgi, veterinerlik uygulamalari ve su triinleri yetistiriciligi igin ticari probiyotik
rtinlere dahil edilmistir; ancak c¢ogu durumda diger probiyotik suslarla birlikte
kullanilir. B. licheniformis suslart agirlikli olarak B. subtilis ile kombine tip probiyotik
olarak kullanilmigtir. B. subtilis ve B. licheniformis Ukrayna ve Rusya’da ila¢ olarak
ruhsatlandirilan Biosporin ve hayvan yemlerinde kullanilan BioPlus 2B olmak {iizere iki
ticari tirtinde birlikte kullanilmaktadir (Muras vd., 2021). Bununla birlikte, bu bakteriyi
iceren bazi probiyotikler, B. licheniformis NCTC13123 tarafindan tasinan bir plazmide
direng genleri bulundugundan, eritromisine direng aktarma riski nedeniyle AB Hayvan
Besleme Bilimsel Komitesi (SCAN) tarafindan giivenli olmadigi kabul edilmistir
(SCAN, 2002).

Bacillus polyfermenticus, Bispan® susu (Binex Co., Ltd.) olarak bilinir ve ilk olarak
1933'te Dr. Terakado tarafindan bir hava orneginden izole edilmistir. Klinik olarak
cesitli bagirsak bozukluklarini tedavi etmek i¢in kullanilir. Uzak dogu mutfaginin
geleneksel fermente triinleri meju ve kimchiden de izole edilmis ve probiyotik
potansiyeli arastirilmigtir (Jung vd., 2012; Lee vd., 2015). Endospor olusturma o6zelligi
nedeniyle sindirim enzimlerine, mide asidine ve safra tuzlarina nispeten direnglidir ve
antimikrobiyal ajan olarak polifermentisin  adli  bakteriyosini  tretir.  B.

polyfermenticus’nun antikanserojenik etkisi insan kolon kanseri hiicrelerinde
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aragtirtlmistir ve sonuglar klinik olarak kolon kanseri gelisimini énlemede profilaktik
bir tedavi olarak kullanilabilecegini diistindiirmektedir (Lee vd., 2007.; Ma vd., 2010).

Bacillus cereus, gida kaynakli enfeksiyon hastaliklarinda rol oynayan bir gida
patojenidir. Bununla birlikte, diisiik giivenlik degerlendirme standartlar ile insanlar ve
hayvanlarda probiyotik olarak da kullanilmistir. Ciinkii B. cereus'un tiim suslar
enterotoksin genleri tasimamaktadir, ancak bazi B. cereus probiyotiklerinin enterotoksin
genleri tasidig1 gosterilmistir (Hoa vd., 2000). BiosubtylDL, Bactisubtil, ve Subtyl insan
ve Paciflor hayvan kullanimi igin ticari olarak bulunan B. cereus suslaridir. Yapilan
caligmalarda toksin iiretimi ve antimikrobiyal diren¢ genlerinin bulunmasi, probiyotik
olarak  kullanilmasi  durumunda  giivenlik  parametrelerininin ~ kapsamlica

degerlendirilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir (Zhu vd., 2016).

2.2.3 Bacillus Tiirleri Tarafindan Uretilen Antimikrobiyal Maddeler
Antibiyotikler mikroorganizmalar tarafindan gelismenin ge¢ logaritmik veya erken
duragan fazinda iiretilen diisiik molekiiler agirlikli sekonder metabolitlerdir. Bacillus
cinsinin {lyeleri, peptit ve lipopeptit antibiyotikler dahil olmak iizere genis bir
antimikrobiyal madde spektrumuna sahiptir (Paik vd., 1997). Bu peptitler, aktif hiicre
cogalmasi sirasinda iiretilen ribozomal (bakteriyosinler) veya sporlanma sirasinda veya
gelismeden sonra iiretilen ribozomal olmayan peptitler (polimiksinler ve iturinler)
olmak tizere iki farkli gruba ayrilabilir (Marx vd., 2001). Biyosentetik yollarina gore,
ribozomal peptitler ribozomal olarak sentezlenmis peptitlerken ribozomal olmayan
peptitler enzimatik yol ile sentezlenir (Stoica vd., 2019).

Ribozomal olarak sentezlenen peptitler, bakteriyosinler ve bakteriyosin benzeri inhibitor
maddelerdir. Bakteriyosinler, ilgili bakterilere kars1 yiiksek derecede hedef spesifikligi
sergileyen, iiretici susla yakindan iliskili suslara ve bazen de tiirler arasi1 suslara karsi
antimikrobiyal aktivite gosteren bilesiklerdir (Riley & Wertz, 2002). Bakteriyosin
benzeri inhibitor madddeler ise genetik ve aminoasit diizeyinde iyi karakterize
edilmemis, genellikle antimikrobiyal bilesigin yapist dogrulanmadiginda kullanilan bir
terimdir. B. thuringiensis, B. subtilis, B. stearothermophilus, B. licheniformis, B.
megaterium ve B. cereus suslan tarafindan bakteriyosin benzeri inhibitér maddeler

tiretildigi bildirilmistir (Baruzzi vd., 2019).

Bakteriyosinler ii¢ gruptan olusacak sekilde siiflandirilmistir (Tablo 2.2): sinif I, farkli
tiirde translasyon sonrasi modifikasyonlara maruz kalan antimikrobiyal peptitleri; sinif

II, modifiye edilmemis ve dogrusal peptitleri; simif III ise biiyiikk proteinleri igerir
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(Abriouel vd., 2011). Simf [; tek peptit, uzun lantibiyotikler, diger tek peptit
lantibiyotikler, iki peptit lantibiyotikler ve diger post-translasyonel modifiye edilmis
peptitler olmak tizere dort alt sinifa ayrilir. Alt simif 1.1, B. subtilis tarafindan iiretilen
subtilin, ericin S ve ericin A gibi uzun yapil1 A tipi lantibiyotikleri igerir. Subtilin diisiik
pH ve yiiksek sicaklik degerlerinde kararli, etki sekli ve yapisi nisine benzeyen, Gram
pozitif bakterilerin hiicre membranlart {izerine antimikrobiyal etkiye sahip ericin S ve
ericin A subtilin ile gii¢lii benzerlikleri olan bir bakteriyosindir (Stein, 2005). Alt sinif
1.2, B tipi kiiresel lantibiyotik B. subtilis tarafindan iiretilen mersasidin ve sublansin 168
ve Paenibacillus polymyxa (eski adiyla Bacillus polymyxa) tarafindan iiretilen
paenibasilin gibi diger lantibiyotikleri icerir. Mersasidin, hiicre duvart biyosentezini
inhibe eder ve metisiline direngli Staphylococcus aureus suslar dahil olmak tizere Gram
pozitif bakterilere karsi antimikrobiyal etki goésterdigini belirten in vitro ve in vivo
calismalar mevcuttur (Kruszewska vd., 2004). Sublansin, B. cereus, Streptococcus
pyogenes ve Staphylococcus aureus gibi onemli patojenler dahil olmak tizere Gram
pozitif bakterilere kars1 bakterisidal aktivite sergiler (Dubois vd., 2009). Paenibasilin
Lactobacillus spp., L. lactis, Leuconostoc mesenteroides, Listeria spp., Pediococcus
cerevisiae, S. aureus ve Streptococcus agalactiae gibi gidalarin bozulmasinda ve gida
kaynakli patojen olarak rol oynayan mikroorganizmalar {izerinde inhibe edici etkiye
sahiptir (He vd., 2008). Alt sinif 1.3, B. halodurans tarafindan iiretilen halodurasin ve B.
licheniformis tarafindan iretilen likenisidin gibi iki bilesenli lantibiyotikleri igerir.
Halodurasin S. aureus, S. epidermidis ve B. cereus gibi ¢ok g¢esitli Gram pozitif
mikroorganizmalara karsi bakterisidal etki gostermistir (Oman ve Donk, 2009).
Likenisidin, L. monocytogenes, metisiline diren¢li S. aureus ve vankomisine direngli
enterokok suslarina karsi antimikrobiyal aktivite sergilemistir (Begley vd., 2009) Alt
smif 1.4, bastan sona bir peptit bagi ve ayrica sistein gruplart ve susuz amino asit
kalintilar1 arasinda olusan 6zel siilfit kopriileri i¢eren B. subtilis ve B. amyloliquefaciens
tarafindan iretilen benzersiz siklik peptit subtilosin A'y1 igerir. Subtilosin A, Gram
pozitif bakterilere karsi antibakteriyel ve hemolitik aktivite gostermektedir. Simf II;
pediosin benzeri peptitler, thurisin benzeri peptitler ve diger lineer peptitler olmak tizere
ti¢ alt smifa ayrilir. Alt simif 1.1 B. coagulans tarafindan {iretilen coagulin ve B.
circulans ve P. polymyxa tarafindan tiretilen SRCAM 37, SRCAM 602, SRCAM 1580’1
icerir. Coagulin 1s1l isleme dayaniklidir ve proteaza duyarlidir. Listeria monocytogenes,
L. innocua, L. seeligheri dahil olmak iizere bazi Gram pozitif bakterilere karsi
antimikrobiyal aktiviteye sahip bir peptittir (Marrec, 1998). SRCAM 37, SRCAM 602,
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SRCAM 1580 ise anti-Campylobacter aktiviteye sahiptir (Svetoch vd., 2005). Alt sinif
[1.2 B. thuringiensis tarafindan tretilen thurincin H, thuricin S, thuricin 17, bacthuricin
F4 ve B. cereus tarafindan iiretilen cerein MRX1°1 igerir. Bu antimikrobiyal peptitler de
L. monocytogenes, L. innocua, Staphylococcus epidermidis gibi Gram pozitif bakterilere
kars1 antibakteriyel etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Ayrica thuricin S, Salmonella
Choleraesuis, Salmonella Enteritidis, Shigella flexneri ve Pseudomonas aeruginosa gibi
Gram negatif bakterilere kars1 da antibakteriyel 6zellik gosterir (Sebei vd., 2007). Alt
smif 1.3 B. cereus tarafindan tretilen cerein 7A ve 7B, B. licheniformis tarafindan
tiretilen lichenin ve B. thuringiensis tarafindan iiretilen thuricin 439’u igerir ve Gram
pozitif bakterilere karsi genis bir inhibisyon spektrumu gosterir. Sinif III biiyiik
proteinler (>30 kDa) ise B. megaterium tarafindan iiretilen megacin A-216 ve megacin
A-19213’u igerir.

Tablo 2.2 Bacillus tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin 6nerilen siniflandiriimasi

Bacillus Bakteriyosinleri

Onerilen Siniflandirma Ornek Duyarh Organizma

Simf I. Post-translasyonel
modifiye edilmis peptitler

Alt simif I.1. Tek peptit, uzun | Subtilin, ericin S, ericin A

lantibiyotikler

Gram pozitif bakteri

Sublancin 168, mersacidin,

Alt sinif 1.2. Diger tek peptit
lantibiyotikler

paenibasilin

Gram pozitif ve baz1 Gram
negatif bakteriler

Alt simif 1.3, 1ki peptit
lantibiyotikler

Halodurasin, likenidin

Gram pozitif bakteri

Alt simif 1.4. Diger post-
translasyonel modifiye
edilmis peptitler

Subtilosin A

Gram pozitif bakteri

Sinif II. Modifiye edilmemis
peptitler

Alt sinif I1.1. Pediosin
benzeri peptitler

Coagulin, SRCAM 37,
SRCAM 602, SRCAM 1580

Gram pozitif bakteri

Alt sinif I1.2. Thurisin
benzeri peptitler

Thurincin H, thuricin S,
thuricin 17, bacthuricin F4,
cerein MRX1

Gram pozitif bakteri ve
bazi Gram negatif
bakteriler

Alt simif I1.3. Diger lineer
peptitler

Cerein 7A, cerein 7B,
lichenin, thuricin 439

Gram pozitif bakteri

Sinif I11. Biiyiik proteinler

Megacin A-216, megacin A-
19213

Gram pozitif bakteri

Bacillus kaynakli antimikrobiyal metabolitler genel olarak etki mekanizmalarini hiicre

duvarini, hiicre zarmi ve hiicre igi diger siiregleri hedefleyerek gosterir. Bacillus suslari
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amilaz, seliilaz, kitinaz, kitosanaz, glukanaz ve proteaz gibi enzimleri sentezleme
yetenegine sahiptir. Bu enzimleri ve antimikrobiyal metabolitleri (basitrasin, bacilysin,
klorotetain, clausin, mersacidin vs.) serbest birakarak hiicre duvarimi hedefledigi
bildirilmistir. Hiicre zari, hiicre disi ortama bir bariyer gorevi gorir. Bu zardaki
herhangi bir degisiklik bariyer islevini bozabilir, lipid bilesimini ve fosfolipid tabakasini
degistirerek hiicreden esansiyel iyonlar1 serbest birakabilir ve sonunda hiicre 6liimiine
yol acabilir. Bacillus suslarinin ¢esitli antimikrobiyal metabolitleri de (plantazolicin,
oktapeptin, surfaktin, mikobasilin, subtilosin A) hiicre zarmin bu farkl islevlerini hedef
alabilir. Bacillus metabolitleri plazma zarmi gecerek hiicrenin hayatta kalmasi igin
gerekli olan hiicre i¢i siirecleri etkileyebilir. Bu hiicre ici siire¢ler, DNA

transkripsiyonu, RNA translasyonu ve protein metabolizmasini igerir (Tran vd., 2022).

Bakteriyosinler genellikle kiiltiir sivilarindan santrifiij, amonyum siilfat ile ¢cokeltme, pH
aracili hiicre adsorpsiyonu/desorpsiyonu gibi klasik yontemler ile eksrakte edilir ve bir
dizi kromatografik adim (hidrofobik etkilesim, jel filtrasyonu ve ters fazli yiiksek
basingl sivi kromatografisi), membran filtrasyon ile daha fazla saflastirilarak ayrilabilir
(Jamaluddin vd., 2018).

Bacillus tiirleri tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin gida kaynakli patojenlere karsi
antimikrobiyal etkiye sahip olmasi ve gelencksel antibiyotiklere karsi artan bakteri
direnci, Klinik uygulamalarda bakteriyosinleri muhtemel insan ve hayvan
enfeksiyonlarmin tedavisinde alternatif olarak diisiindiirebilir. Kimyasal gida
koruyucularinin kullanimini sinirlamaya yonelik artan egilim; GRAS statiisiine sahip
olan tiirleri iginde barindirmasi, 1s1l islem ve pH kosullarina karsi stabil olmasi,
proteazlara duyarli olmasi, genis bir antimikrobiyal aktivite spektrumuna sahip olmasi
(Gram pozitif ve Gram negatif bakteri, kiif, maya) nedeniyle Bacillus tiirleri tarafindan
tiretilen antimikrobiyal peptitleri, gida muhafazasinda laktik asit bakterileri ve
bakteriyosinlerine kiyasla avantajli potansiyel uygulama alan1 olarak ortaya
cikarmaktadir (Nath vd., 2015). Bacillus bakteriyosinleri, antibiyotige direncli
patojenlerin ortaya c¢ikmasina neden olan tarim ve ila¢g endstrileri tarafindan
antibiyotiklerin yaygin kullanimindan kaginmak igin biyolojik olarak daha giivenli
antimikrobiyal bilesiklerin gelistirilmesi igin kullanilabilir. Bacillus tiirleri tarafindan
iretilen bakteriyosinlerin ¢ogu, bitki patojenik bakterilerini inhibe edebilir ve bitki

hastaliklarinin biyolojik kontroliinde uygulanabilir (Sansinenea, 2012).
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3

MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Probiyotik Suslar

Arastirmada kullanilan probiyotik Bacillus suslar1 (Tablo 3.1) toprak, balik bagirsagi,
cesitli probiyotik yumusak sekerlemeler ve ticari probiyotik gida takviyeleri gibi farkli
kaynaklardan izole edilmis ve probiyotik ozellikleri (antibiyotik duyarliligi, safra
toleransi, hiicre yiizeyi hidrofobikligi, otoagregasyon, mide sivisina tolerans, hemoliz ve
lesitinaz testi) test edilmistir. Calismada kullanilan probiyotik suslar TUBITAK
tarafindan desteklenen Universite-Sanayi Is Birligi Programi kapsamindaki 5190060

numarali “‘Probiyotik Yumusak Sekerleme Gelistirilmesi’’ projesinden temin edilmistir.

Tablo 3.1 Probiyotik suslar

Tiir Sus Kodu Kaynak

Bacillus subtilis BB2 Balik bagirsagi
Bacillus coagulans FC Beyaz peynir
Bacillus subtilis K1S Trunature digestive

probiotic gummies

Bacillus coagulans KKB Schiff digestive advantage
daily probiotic gummies
100x better

Bacillus clausii EG Enterogermina kids

probiotic
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3.1.2 Test Mikroorganizmalari

Calismada kullanilan test mikroorganizmalar1 (Tablo 3.2) Yildiz Teknik Universitesi

Gida Miihendisligi boliimi kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir.

Tablo 3.2 Test mikroorganizmalari

Test Mikroorganizmalarn

Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC25923

Gram pozitif Listeria monocytogenes ATCC13932

Escherichia coli CECT4972 (O157:H7)

Gram negatif Salmonella Typhimurium ATCC14028

3.1.3 Cahsmada Kullanilan Besiyerleri ve Kimyasallar

Bacillus'a ait suslarin ve test mikroorganizmalarinin gelistirilmesi amaciyla Nutrient
Broth (Merck, Almanya) ve Nutrient Agar (Merck, Almanya) kullanilmistir.
Antimikrobiyal aktivitenin tespit edilmesinde test mikroorganizmalarina 6zgii selektif
besiyerleri olarak; Violet Red Bile Glucose Agar (Oxoid, Irlanda), Salmonella Shigella
(SS) Agar (Merck, Almanya), Oxford Listeria Selective Agar (Merck, Almanya),
Oxford Listeria Selective Supplement (Merck, Almanya) ve diliisyon hazirlama

amaciyla Sodium Chloride (Merck, Almanya) kullanilmustir.

3.2 Metot

3.2.1 Kiiltiir Kosullar

Bacillus izolatlar1 ve test mikroorganizmalari, 500 pL %40°lik gliserol ve 500 pL
nutrient broth siispansiyonu (1:1) igeren eppendorf tiipleri igerisinde -80°C’de muhafaza
edilmistir. Suslar nutrient agar iizerinde 24 saat 37°C’de gelistirilerek aktive edilmis ve
tek diisen koloni nutrient broth igerisinde 24 saat 37°C’de gelistirilerek analizlerde

kullanilmastir.
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(a) Staphylococcus aureus (b) Listeria monocytogenes

(c) Escherichia coli O157:H7 (d) Salmonella Typhimurium

Sekil 3.1 (a) Nutrient agarda gelistirilmis S. aureus, (b) Oxford Listeria selective agarda
gelistirilmis L. monocytogenes, (c) Violet red bile glucose agarda gelistirilmis E. coli,
(d) Salmonella shigella agarda gelistirilmis S. Typhimurium
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3.2.2 Agar Kuyucuk Yontemi ile Antimikrobiyal Aktivite Aranmasi

Probiyotik Bacillus izolatlarinin segilen test mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal
aktivitesi agar kuyucuk diflizyon yontemi ile belirlenmistir. Hedeflenen patojen
mikroorganizmalar ve probiyotik suslar ayr1 ayr1 nutrient broth igerisinde 24 saat 37°C’
de gelistirilmistir. Yaklagik 10%-10° kob/mL olacak sekilde seyretilmis patojen
mikroorganizmalar nutrient agar yiizeyine 100 pL yayma plak yontemi ile ekilmistir ve
30 dakika beklenmistir. Agar ylizeyine 6 mm c¢apinda kuyucuklar agilarak, bu
kuyucuklar 100 uL probiyotik canli siispansiyonu ile doldurulmustur. Hazirlanan
plakalar 24 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda inhibisyon zon caplari
Olciilmiis ve kaydedilmistir. Metot 2 paralel olarak ¢alisildi ve ortalama deger + standart
sapma olarak verilmistir.

3.2.3 Siv1 Besiyerinde Antimikrobiyal Aktivite Tespiti

Sivi  besiyeri  igerisinde  probiyotik  Bacillus  izolatlarinin  segilen  test
mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal aktivitesini belirlemek icin, probiyotik
Bacillus izolatlart ve patojen mikroorganizma ayr1 ayri nutrient broth igerisinde 37°C’de
gelistirilmistir. Probiyotik sus ve patojen mikroorganizma hiicre sayilar1 yaklasik 10°-
10° kob/mL olacak sekilde beraber nutrient broth icerisine aktarilmistir. Test edilecek
patojen mikroorganizma her Ornek icin kontrol olarak secilmistir. Kontrol ve diger
orneklerin gelismeleri 0., 24. ve 48. saatlerde selektif besiyerine yayma plak yontemiyle
ekim yapilarak zamana bagli canli mikroorganizma sayimlart ger¢eklestirilmistir. Metot
2 paralel olarak galisildi ve ortalama deger + standart sapma olarak verilmistir.

3.2.4 Siitte Antimikrobiyal Aktivite Tespiti

UHT siit (%3,5 yag, %2,1 doymus yag, %4,5 karbonhidrat, %3 protein, %0,1 tuz)
icerisinde probiyotik Bacillus izolatlarinin secilen test mikroorganizmalarina karsi
antimikrobiyal aktivitesini belirlemek i¢in, probiyotik Bacillus izolatlar1 ve patojen
mikroorganizma nutrient broth icerisinde ayri ayri 37°C’de gelistirilmistir. Probiyotik
sus ve patojen mikroorganizma hiicre sayilar1 yaklasik 10°-10° kob/mL olacak sekilde
beraber UHT siit igerisine aktarilmistir. Test edilecek patojen mikroorganizma her 6rnek
icin kontrol olarak secilmistir. Kontrol ve diger orneklerin gelismeleri 0., 24. ve 48.
saatlerde selektif besiyerine yayma plak yontemiyle ekim yapilarak zamana bagli canli
mikroorganizma sayimlar1 gergeklestirilmistir. Metot 2 paralel olarak c¢alisildi ve

ortalama deger + standart sapma olarak verilmistir.
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3.2.5 istatiksel Analiz

Bu calismada cesitli kaynaklardan izole edilen ve potansiyel probiyotik o6zellikleri
belirlenen bes Bacillus spp. (B. subtilis, B. coagulans, B. clausii) susunun bazi gida
patojenlerine (S. aureus, L. monocytogenes, E. coli O157:H7, S. Typhimurium) karsi
antimikrobiyal aktivitesi, test edilecek mikroorganizma her 6rnek igin kontrol olarak
secilerek; agar, broth ve UHT siit olmak tizere ti¢ farkli ortamda 24 ve 48. saatlerde
selektif besiyerinde canli test mikroorganizma sayisi tespit edilerek arastirilmistir. Elde
edilen veriler, JMP 6.0 paket programi ile veriler arasinda farklilik olup olmadiginin
belirlenmesi amaciyla 0=0,05 6nem diizeyinde istatiksel analize tabi tutulmus ve tek
yonlii varyans analizi (one way ANOVA) yapilarak LSMeans Differences Tukey HSD

testi ile karsilastirilarak harflendirilmistir.
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A

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Agar Kuyucuk Yontemi ile Antimikrobiyal Aktivitenin

Degerlendirilmesi

Bu ¢aligma kapsaminda g¢esitli kaynaklardan izole edilen bes probiyotik Bacillus
izolatinin segilen test mikroorganizmalarina kars1i antimikrobiyal aktivitesi agar
kuyucuk yontemiyle arastirilmis ve elde edilen inhibisyon zon ¢aplart (mm) Tablo
4.1’de verilmistir. Bu yonteme gore FC, KKB ve EG suslarimin secilen test
mikroorganizmalarina karst herhangi bir antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit
edilemezken BB2 susunun Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC25923 ve
Escherichia coli CECT4972, K1S susunun Staphylococcus aureus subsp. aureus
ATCC25923 iizerinde antimikrobiyal aktivite gdsterdigi 6l¢iilen inhibisyon zon ¢aplari
ile belirlenmistir (Sekil 4.1).

Tablo 4.1 Agar kuyucuk yontemi ile antimikrobiyal aktivite degerlendirilmesi

Test Mikroorganizmalari Inhibisyon bélgesinin ¢capi (mm)

BB2 FC K1S KKB EG
Staphylococcus aureus subsp. 21+0,14 - 24.5+0,07 - -
aureus ATCC25923
Listeria monocytogenes - - - - -
ATCC13932
Escherichia coli CECT4972 16+0,14 - - - -

Salmonella Typhimurium - - - - -
ATCC14028

€Y ¢

inhibisyon gézlenmedi.

Bacillus subtilis’e ait BB2 susunun Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC25923

susu iizerinde olgiilen inhibisyon zon ¢ap1 ortalama 21+0,14 mm iken Escherichia coli
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CECT4972 iizerinde 16+0,14 mm olmustur. Bu sonuglara gére BB2 susu
Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC25923 iizerinde daha fazla antimikrobiyal
aktivite gostermektedir. Diger bir Bacillus subtilis’e ait K1S susunda Staphylococcus
aureus subsp. aureus ATCC25923’¢ kars1 ortalama 24,5+0,07 mm inhibisyon zonu

Olciilmiistiir ve boylelikle BB2 susuna kiyasla daha yiiksek antimikrobiyal aktivite

gosterdigi tespit edilmistir.

Sekil 4.1 K1S susunun S. aureus ve E. coli tizerindeki antimikrobiyal aktivitesi

Bacillus cinsi tiyeleri, peptit ve lipopeptit antibiyotikler ve bakteriyosinler dahil olmak
iizere genis bir antimikrobiyal madde iiretme yetenegine sahiptir. Uretilen
antimikrobiyal metabolitler genel olarak Gram pozitif bakteriler tizerinde Gram negatif
bakterilere kiyasla daha fazla inhibe edici etkiye sahiptir. (Baruzzi vd., 2011). Cesitli
caligmalar ile probiyotik ozellikleri tespit edilen Bacillus suslarinin Gram pozitif ve
Gram negatif patojenik bakterilere karsi antimikrobiyal 6zellikleri ortaya konmustur.
Konu ile ilgili olarak farkli bolgelerdeki topraklardan izole edilen probiyotik Bacillus
subtilis’e ait suslarin E. coli’ye kiyasla S. aureus’a daha yiiksek diizeyde antimikrobiyal
etki spektrumuna sahip oldugu agar kuyucuk yontemi ile gosterilmistir (Kadhum ve
Hasan, 2019). Diger bir arastirmada geleneksel salamura tursularindan izole edilen
probiyotik 6zelliklere sahip B. subtilis PUFSTP39 susu E.coli, L. monocytogenes ve
diger secilen patojenlerinin higbirine karst antimikrobiyal aktivite gostermemistir
(Ragul vd., 2017). B. clausii probiyotik suslar1 ile yapilan bir ¢aligmada ise test edilen
tim B. clausii suslar1 in vitro olarak S. aureus flizerinde antimikrobiyal aktivite
gosterirken anti-Salmonella ve E. coli aktivitesi gostermemistir (Urdaci vd., 2004).

Topraktan izole edilen 4 adet Bacillus spp.’ye ait susun yem katki maddesi olarak
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degerlendirilmek iizere probiyotik Ozelliklerinin in vitro olarak degerlendirildigi bir
caligmada yalnizca Bacillus spp. SM2 susu E. coli, E. coli O157:H7, Enterococcus
faecalis, Listeria monocytogenes ve S. aureus’a karsi inhibitor etki gostermistir (Lee
vd.,, 2012). Calisma kapsaminda degerlendirilen probiyotik Bacillus suslarinin

antimikrobiyal aktivitesi literatiirdeki bu sonuglar ile paralellik gostermektedir.

4.2 Nutrient Broth ve UHT Siit Icerisinde Antimikrobiyal

Aktivitenin Degerlendirilmesi

Probiyotik Bacillus suslarinin nutrient broth ve UHT siit icerisindeki sayisinin zamana

bagl degisimi Sekil 4.2°de gdsterilmistir.
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Sekil 4.2 Nutrient broth ve UHT siitte zamana bagli canli probiyotik Bacillus spp. sayisi
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4.2.1  Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC25923

Bu calisma kapsaminda zamana bagl canli Staphylococcus aureus subsp. aureus
ATCC25923 sayist nutrient broth ve UHT siit igerisinde 24. ve 48. saatlerde
incelenmistir. Farkli ortamlardaki probiyotik Bacillus spp. ve test mikroorganizmalarin
canlt siispansiyonundan elde edilen bulgular Tablo 4.2 ve Sekil 4.3’de log kob/mL
cinsinden ifade edilmistir. Tablo 4.2 incelediginde 0. ve 48. saatler arasinda nutrient
broth igerisindeki canli test mikroorganizma sayisi baslangicta 5,72 log kob/mL, 24.
saat de 8,14 kob/mL, 48. saat sonunda ise 8,72 log kob/mL’ye ulastig1 gériilmektedir. S.
aureus ve probiyotik Bacillus suslar1 ortama beraber konuldugunda ise canli test
mikroorganizma sayisi suslara gore degismekle birlikte 24. saat sonunda en yiiksek 7,11
log kob/mL iken en diisiik 4,77 log kob/mL olarak kaydedilmistir. 48. saatte ise bu
deger en yiiksek 6,48 log kob/mL iken en diisiik 4,30 log kob/mL olarak bulunmustur.
Istatiksel olarak incelediginde probiyotik Bacillus-S. aureus kombinasyonlarinda 24.
saat ve 48. saat sonundaki canli S. aureus sayist ile kontrol 6rnegi (S. aureus) arasindaki
farkin 6nemli oldugu tespit edilmistir (p<0,05). 24. saat sonunda en yiiksek inhibisyon
etkisinin B. subtilis’e ait BB2 susunda oldugu 48. saat sonunda ise yine en yiiksek
inhibisyon etkisinin BB2 susunda oldugu saptanmistir. En diisiik inhisyon etkisinin ise
48. saat sonunda B. coagulans ait KKB susunda oldugu goriilmektedir. Tiim veriler
incelediginde nutrient brothdaki kombinasyonlarda zamana bagli olarak canli S. aureus
sayisinin azaldigi ve tiim probiyotik Bacillus suslarinin S. aureus iizerinde inhibe edici
etkiye sahip oldugu goriilmektedir. UHT siit igerisindeki canli S. aureus sayisi ise
baslangigta 5,95 log kob/mL, 24. saatte 8,42 log kob/mL, 48. saat sonunda ise 8,63 log
kob/mL’ye ulastigi goriilmektedir. S. aureus ve probiyotik Bacillus suslarinin birlikte
bulundugu UHT siit ortaminda ise 24. saat sonunda canli test mikroorganizma sayist en
yiiksek 8,35 log kob/mL iken en diisiik 6,04 log kob/mL olarak kaydedilmistir. 48. saat
sonunda ise bu deger en yiiksek 7,15 kob/mL iken en diisiik 5,77 log kob/mL olarak
bulunmustur.  Istatiksel ~olarak incelediginde probiyotik Bacillus-S. aureus
kombinasyonlarinda 24. saat sonunda canli S. aureus sayist ile kontrol 6rnegi (S.
aureus) arasindaki farkin B. clausii’ye ait EG susu haricinde énemli oldugu 48. saat
sonunda ise tiim suslar ve kontrol arasindaki farkin 6nemli oldugu tespit edilmistir
(p<0,05). Tim bulgular incelediginde ise UHT siit icerisindeki kombinasyonlardaki
canlt S. aureus sayisinin zamana bagl olarak azaldig1 ve bir gida matriksi igerisinde de
probiyotik Bacillus suslarinin S. aureus iizerindeki antimikrobiyal etkisini stirdiirdiigi

saptanmistir.
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Tablo 4.2 Nutrient broth ve UHT siitte zamana bagli canli S. aureus sayisi

Ortam Kiiltiirlerin Tiirii Canl Test Mikroorganizma Sayisi (log kob/mL)
Oh 24 h 48 h
S. aureus 5,72+0,17 8,14+0,06% 8,724+0,03%
S. aureus + BB2 4,77+0,10° 4,30+0,43°
Nutrient Broth S. aureus + FC 6,70+0,00° 6,46+0,02°
S. aureus + K1S 5,68+0,03¢ 5,20+0,02°
S. aureus + KKB 5,80+0,14° 6,48+0,04°
S. aureus + EG 7,11£0,10° 4,86+0,02°1
S. aureus 5,95+0,07 8,42+0,03° 8,63+0,04°
S. aureus + BB2 6,44+0,06° 6,35+0,07°°
S. aureus + FC 6,88+0,00" 6,91+0,29°°
UHT Siit S. aureus + K1S 6,04:0,06° 5,77+0,10°
S. aureus + KKB 6,51+0,05° 6,50+0,28"¢¢
S. aureus + EG 8,35+0,07° 7,15+0,21°

* Ayni situndaki farkh harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farkhdir (p<0,05).




Calisma sonucunda elde edilen veriler literatiir ile karsilastirildiginda benzer sonuglar
elde edildigi goriilmektedir. Bacillus cinsinin tyelerinin S. aureus’a karsi antagonistik
aktiviteye sahip cesitli antimikrobiyal peptitler lreterek anti-Stafilokok aktivitesi
sergiledigi bilinmektedir (Sumi vd., 2015). Bacillus subtilis KATMIRA1933 ve
Bacillus amyloliquefaciens B-1895'in yara enfeksiyonundan izole edilen ¢esitli S.
aureus biyofilmlerine kars1 antimikrobiyal potansiyelinin degerlendirildigi bir
calismada, test edilen Bacillus suslarinin hiicresiz siipernatantlarinin S. aureus suslari
tizerinde inhibe edici etkiye sahip oldugu bulunmustur. Boylelikle probiyotik Bacillus
suglar1 ve metabolitlerinin biyofilm ile iliskili enfeksiyonlarin kontroliinde antibiyotige
direngli patojenlere karsi alternatif ve etkili antimikrobiyallerin bulunmas: ve
gelistirilmesinde etkili bir strateji oldugu ortaya konulmustur (Algburi vd., 2021).
Afrika fermente gida iriinleri, diski ve toprak dahil olmak tizere farkli kaynaklardan
elde edilen Bacillus spp. izolatlarinin domuz yemi igin kullaniminda potansiyel
probiyotik suslart belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada, izole edilen B.
amyloliquefaciens, B. subtilis ve B. mojavensis ait suslar en yiiksek inhibitor aktiviteyi
S. aureus’a kars1 gostermistir (Larsen vd., 2014).

Kirsal Tayland popiilasyonlarindaki 200 saglikl bireyden gaita 6rneklerinin toplanip ve
16S rRNA metagenomik dizi analizinin gergeklestirildigi bir ¢alismada ise kiiltiir
temelli analizlerde bagirsakta Bacillus varligi ile S. aureus’un bagirsakda
kolonizasyonunun olmamasi arasinda giiclii bir korelasyon bulunmustur. Bacillus
tirlerinin gelistigi gaita 6rneklerinde higbir zaman S. aureus gelismemistir. Bu sonuglar,
probiyotik Bacillus suslarinin S. aureus’un bagirsaktaki kolonizasyonunu ortadan
kaldirmak i¢in potansiyel bir degeri oldugunu ortaya koymustur (Piewngam & Otto,
2020). Ayrica B. clausii genomlarinda in silico analiz yoluyla tanimlanan bakteriyosin
olan gallidermin de S. aureus tarafindan biyofilm olusumuna ve enfeksiyonlara karsi

islev gordigii bildirilmistir (Saising vd., 2012).
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Sekil 4.3 Nutrient broth ve UHT siitte zamana bagli canli S. aureus sayisi

4.2.2 Listeria monocytogenes ATCC13932

Bu ¢aligma kapsaminda zamana bagli canli Listeria monocytogenes ATCC13932 sayisi
nutrient broth ve UHT siit igerisinde 24. ve 48. saatlerde incelenmistir. Farkl
ortamlardaki  probiyotik Bacillus spp. ve test mikroorganizmasinin canh
stispansiyonundan elde edilen bulgular Tablo 4.3 ve Sekil 4.4’te log kob/mL cinsinden
ifade edilmistir. Tablo 4.3 incelendiginde nutrient broth igerisindeki canli L.
monocytogenes sayist baglangicta 5,83 log kob/mL iken 24. saatde 8,27 log kob/mL, 48
saat sonunda ise 8,70 log kob/mL olarak kaydedilmistir. 24. saatte L. monocytogenes ve
probiyotik Bacillus suslarinin birlikte bulundugu nutrient broth ortaminda ise canli L.
monocytogenes sayisi en yuksek 8,51 log kob/mL iken en diisiik 7,21 log kob/mL olarak

saptanmistir.
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Tablo 4.3 Nutrient broth ve UHT siitte zamana bagli canli L. monocytogenes sayist

Ortam Kiiltiirlerin Tiiri Canh Test Mikroorganizma Sayisi (log kob/mL)
Oh 24 h 48 h

L.monocytogenes 5,83+0,18 8,27+0,04P 8,70+0,06°

L.monocytogenes + BB2 8,14+0,06° 8,05+0,07°

Nutrient Broth L.monocytogenes + FC 7,21+0,13° 7,06+0,08°
L.monocytogenes + K1S 7,44+0,06%¢ 7,35+0,07°

L.monocytogenes + KKB 7,54+0,09° 7,24+0,097¢

L.monocytogenes + EG 8,51+0,05° 7,78+0,00°

L.monocytogenes 6,00+0,06 8,68+0,03° 9,54+0,01°

L.monocytogenes + BB2 8,14+0,06" 7,57+0,04°

L.monocytogenes + FC 8,24+0,09" 7,24+0,09%¢

UHT Siit L.monocytogenes + K1S 7,24+0,09° 6,85+0,21°
L.monocytogenes + KKB 7,68+0,03° 7,63+0,04°

L.monocytogenes + EG 8,09:0,12° 8,09:0,12°

* Ayni situndaki farkh harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farkhdir (p<0,05).




Istatiksel olarak incelendiginde 24. saat sonunda B. subtilis’e ait BB2 ve B. clausii’ye
ait EG susunda kontrole gore énemli bir farkin olmadig1 goriilmektedir (p>0,05). 48.
saat sonunda ise tiim kombinasyonlardaki farkin 6nemli oldugu goriilmektedir (p<0,05).
Sayim yapilan zamanlarda en yiiksek inhibisyon etkisi B. coagulans’a ait FC susunda
saptanmigtir. Tim bulgulara bakildiginda 48. saat sonunda nutrient brothdaki
kombinasyonlarda canli L. monocytogenes sayisinda azalma saptandigi ve probiyotik
Bacillus suslar1 L. monocytogenes’in gelismesini engelleyerek kismi inhisyon etkisi
olusturdugu goriilmektedir. UHT siit ortaminda ise baglangicta canli L. monocytogenes
sayist 6 log kob/mL, 24. saatte 8,68 log kob/mL, 48. saatte 9,54 log kob/mL olarak
tespit edilmistir. L. monocytogenes ve probiyotik Bacillus suslarinin birlikte bulundugu
UHT siit ortaminda canli test mikroorganizma sayis1 24. saatte en yliksek 8,24 log
kob/mL iken en diisiik 7,24 log kob/mL olarak bulunmustur. 48. saat sonunda ise en
yiiksek 8,09 log kob/mL iken en diisiik 6,85 log kob/mL tespit edilmistir. Istatiksel
olarak incelendiginde tiim kombinasyonlardaki 24. saat ve 48. saatteki canli L.
monocytogenes sayisindaki fark kontrole kiyasla 6nemlidir (p<0,05). En yiiksek
inhibisyon etkisi B. subtilis’e ait K1S susunda tespit edilmis ve segilen zamanlarda bu
durumda bir degisim gozlemlenmemistir. Elde edilen veriler incelediginde 48. saat
sonunda her iki ortamda da probiyotik Bacillus suslarinin varligina bagl olarak canli L.
monocytogenes sayisinin azaldigi fakat ortama bagli olarak en yiliksek inhibisyon
etkisinin tespit edildigi susta farklilik oldugu goriilmektedir.

Literatiire bakildiginda; Bacillus coagulans CGMCC 9951 kaynakli1 bakteriyosinlerin L.
monocytogenes'e karsi karakterizasyonu ve antibakteriyel etki bigimlerinin incelendigi
bir ¢aligmada, incelenen diger patojenlere kiyasla en yiliksek inhibisyon etkisi L.
monocytogenes'e karst goézlenmistir ve B. coagulans CGMCC 9951'in antibakteriyel
maddelerinin esas olarak organik asitleri ve bakteriyosinleri icerdigi bulunmustur
(Zhang vd., 2022).

Bal arisinin (Apis mellifera L.) bagirsaklarindan izole edilen, surfaktin ireten tig
Bacillus subtilis susu, C4, M1 ve G2III’in yedi farkli L. monocytogenes susuna karsi
incelendigi bir ¢alismada ise mikrobiyal bir bilesik olan surfaktinin, gida endiistrisinde
L. monocytogenes'in gelismesini 6nlemek veya kontrol etmek icin yeni stratejilerin
gelistirilmesinde baska bir dogal ara¢ olarak kabul edilebilecegi 6ngoriilmiistiir (Sabaté

& Audisio, 2013). Ayrica yapilan diger bir ¢calismada B. subtilis JS-4 tarafindan dretilen
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yeni bir subtilin benzeri lantibiyotik subtilin JS-4 “iin L. monocytogenes'e kars1 genis bir

antimikrobiyal spektruma sahip oldugu gosterilmistir (Wei vd., 2021).
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Sekil 4.4 Nutrient broth ve UHT siitte zamana bagl canli L. monocytogenes sayisi

4.2.3 Escherichia coli CECT4972

Bu galigma kapsaminda zamana baglh canli Escherichia coli CECT4972 (O157:H7)
sayis1 nutrient broth ve UHT siit icerisinde 24. ve 48. saatlerde incelenmistir. Farkli
ortamlardaki  probiyotik Bacillus spp. ve test mikroorganizmasmin canh
siispansiyonundan elde edilen bulgular Tablo 4.4 ve Sekil 4.5’te log kob/mL cinsinden
ifade edilmistir. Tablo 4.4 incelendiginde nutrient broth igerisindeki canli E. coli sayis1
baslangicta 5,59 log kob/mL, 24. saatte 8,27 log kob/mL ve 48. saatte 8,83 log kob/mL
olarak tespit edilmistir. 24. saatte E. coli ve probiyotik Bacillus suslarinin birlikte

bulundugu nutrient broth ortaminda ise en yiiksek canli test mikroorganizma sayisi 8,54
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Tablo 4.4 Nutrient broth ve UHT siitte zamana bagli canli E. coli sayisi

Ortam Kiiltiirlerin Tiirii Canh Test Mikroorganizma Sayisi (log kob/mL)
0h 24 h 48 h

E. coli 5,59+0,16 8,27+0,04"° 8,83+0,02°

E. coli + BB2 7,63+0,04° 7,810,001

Nutrient Broth E. coli + FC 8,35:+0,07° 8,30+0,00°
E. coli + K1S 8,14+0,06° 8,30+0,00°

E. coli + KKB 8,18+0,00"° 8,63+0,04°

E. coli + EG 8,5440,00° 8,86+0,02°

E. coli 5,50+0,28 7,85+0,21° 8,47+0,10°

E. coli + BB2 7,73£0,11° 7,98+0,03°

E. coli + FC 7,362+0,26° 8,04+0,14°

UHT Siit E. coli + K1S 7,714+0,23% 7,9440,09°
E. coli + KKB 7,39+0,12° 8,37+0,122

E. coli + EG 7,53+0,18° 8,09+0,07°

* Ayni sttundaki farkh harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farkhdir (p<0,05).




log kob/mL iken en diisiik 7,63 log kob/mL olarak sayilmistir. 48. saatte bu deger

en yiiksek 8,86 log kob/mL iken en diisiik 7,81 log kob/mL bulunmustur. Istatiksel
olarak incelediginde 24. saatteki kombinasyonlarda KKB, K1S ve FC suslarinda ve 48.
saatte ise EG susunda kontrole kiyasla 6énemli bir fark tespit edilmemistir (p>0,05).
Secilen zamanlarda en yiiksek inhibisyon etkisi B. subtilis’e ait BB2 susunda tespit
edilmistir. UHT siit ortaminda ise canli E. coli sayis1 baslangicta 5,50 log kob/mL, 24.
saatte 7,85 log kob/mL, 48. saatte 8,47 log kob/mL olarak bulunmustur. E. coli ve
probiyotik Bacillus suslarinin birlikte bulundugu UHT siit ortaminda ise canli E. coli
sayist 24. saatte en yiiksek 7,73 log kob/mL iken en diisiik 7,36 log kob/mL’dir. 48.
saatte ise bu deger en yiiksek 8,37 log kob/mL iken en diisiik 7,94 kob/mL olarak tespit
edilmistir.  Istatiksel ~ olarak  incelediginde  probiyotik ~ Bacillus-E.  coli
kombinasyonlarinda 24. ve 48. saatlerde kontrole gore énemli bir fark bulunamamistir
(p>0,05). Tim bulgular incelendiginde 48. saat sonunda nutrient brothda BB2 susu
canli E. coli sayisinda inhibisyon etkisi gosterirken UHT siit ortaminda tiim suslar test
mikroorganizmasi iizerinde ¢ok énemli bir inhibisyon etkisi gostermemistir.

Broiler piliglerin bagirsaklari, fermente gidalar, toprak ve Cin otlarindan izole edilen
Bacillus suslarmin potansiyel probiyotikler olarak tarandigi bir ¢alismada, 124 izolattan
yalnizca 6’sinin E. coli’ye kars1 yiiksek inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir
(Guo vd., 2006).

Gida atiklarindan izole edilen Bacillus suslart JHT3, DET6 ve DET9’un antimikrobiyal
etkinliklerinin degerlendirildigi bir ¢calismada ise, agar spot yonteminde JHT3 susunda
E. coli’ye kars1 bir inhibisyon gozlenmezken diger suslarda yaklasik 0,5 mm zon cap1
olgtilmiistiir (Patel vd., 2009).

Bacillus subtilis ATCC6633’tin iki enterik patojen E. coli O157:H7 ve Salmonella
Typhimurium’a kars1 in vitro antagonistik yeteneklerinin arastirildigi bir ¢aligmada ise,
her iki patojen de probiyotik sus tarafindan inhibe edilmis, ancak S. Typhimurium'un
inhibisyonu, E. coli O157:H7'ye gore daha yiiksek bulunmustur (EI-Naggar, 2004).
Literatliirde goriilen ayni tiire ait suslar arasindaki farklilik ve inhibisyon etkisinin

gozlenmemesi sonuglarimiz ile uyumludur.
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4.2.4 Salmonella Typhimurium ATCC14028

Bu c¢alisgma kapsaminda zamana bagli canli Salmonella Typhimurium ATCC14028
sayis1 nutrient broth ve UHT siit icerisinde 24. ve 48. saatlerde incelenmistir. Farkli
ortamlardaki  probiyotik Bacillus spp. ve test mikroorganizmasmnin canh
stispansiyonundan elde edilen bulgular Tablo 4.5 ve Sekil 4.6’da log kob/mL cinsinden
ifade edilmistir. Tablo 4.5 incelendiginde nutrient broth igerisinde baslangigtaki canli S.
Typhimurium sayisi1 baslangigta 5,30 log kob/mL, 24. saatte 8,69 log kob/mL ve 48.
saatte 8,92 log kob/mL olarak bulunmustur. S. Typhimurium ve probiyotik Bacillus
suslarinin  birlikte bulundugu nutrient broth ortaminda ise 24. saatte canli S.

Typhimurium sayisi en yiiksek 8,60 log kob/mL iken en diisiik 6,46 kob/mL olarak
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tespit edilmistir. 48. saatte ise bu deger en yiiksek 8,77 log kob/mL iken en diisiik 5,84
log kob/mL bulunmustur. istatiksel olarak incelediginde probiyotik Bacillus-S.
Typhimurium kombinasyonlarinda 24. saatte yalnizca KKB susunda ve 48. saatte BB2,
KKB, EG suslarinda kontrole kiyasla fark énemli olarak saptanmistir (p<0,05). Nutrient
brothda en yiiksek inhibisyon etkisi 24. ve 48. saat sonlarinda KKB susunda tespit
edilmistir. UHT siit ortaminda ise canli S. Typhimurium sayis1 baslangigta 6,05 log
kob/mL, 24. saatte 8,98 log kob/mL ve 48. saatte 10,31 log kob/mL olarak
kaydedilmistir. UHT siit ortaminda yapilan kombinasyonlarda 24. saatte canli S.
Typhimurium sayist en yiiksek 8,97 log kob/mL iken en diisiik 8,47 log kob/mL olarak
sayilmistir. 48. saatte ise en yiiksek 8,87 log kob/mL iken en diisiik 8,40 log kob/mL
bulunmustur. Istatiksel olarak incelendiginde 24. saatte KKB susu hari¢ kontrole kiyasla
onemli bir fark saptanamamistir (p>0,05). 48. saatte tiim suslarda kontrole gore 6nemli
bir fark tespit edilmistir (p<0,05). Tiim bulgular incelediginde her iki ortamda da B.
coagulans’a ait KKB susunun S. Typhimurium iizerinde yiiksek inhibisyon etkisine
sahip oldugu ve UHT siit ortaminda ise tiim suslarin inhibisyon etkisinin 48. saat

sonunda arttig1 saptanmistir.

Piring atiklarindan izole edilen 31 adet Bacillus coagulans’a ait susun teknolojik ve
givenlik degerlendirilmesinin yapildigi bir ¢alismada; hicbir sus L. monocytogenes ve
S. Typhimurium'a kars1 antimikrobiyal aktivite gostermezken, B. coagulans suslarinin
¢ogu B. cereus, S. aureus (Gram pozitif bakteriler) ile E. coli O157:H7 (Gram negatif
bakteri)’ye kars1 antimikrobiyal aktivite gostermistir (Kim vd., 2021). Bu tez ¢alismasi
kapsamindaki B. coagulans susu ile karsilastirildiginda ¢alisilan susun  S.

Typhimurium’a kars1 kismi inhibisyon etkisi oldugu goriilmektedir.

Kanatli hayvanlarin gastrointestinal kanallarindan alman 240 bakteri izolatinin
aktivitesinin hayvan hastaliklarina kars1 korunmak ve insan gida iiriinlerinin patojen
kontaminasyonunu azaltmak i¢in potansiyel bir probiyotik olarak kullanilmak tizere
degerlendirildigi bir c¢alismada, 117 Bacillus izolatinin antimikrobiyal aktivitesi
incelenmis ve sadece 10 izolatin S. Typhimurium’un gelismesini engelleme yetenegine
sahip oldugu bulunmustur. Icerisinden B. subtilis NC11'in S. Enteritidis enfeksiyonuna
kars1 koruma aktivitesi ve rekabet¢i dislama yoluyla ortadan kaldirma yetenegi oldugu
tespit edilmistir (Thirabunyanon & Thongwittaya, 2012).
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Tablo 4.5 Nutrient broth ve UHT siitte zamana bagli canli S. Typhimurium sayist

Ortam Kiiltiirlerin Tiirii Canl Test Mikroorganizma Sayisi (log kob/mL)
Oh 24 h 48 h
S. Typhimurium 5,30+0,12 8,69+0,00° 8,92+0,02°
S. Typhimurium + BB2 8,60+0,10° 8,47+0,06¢
Nutrient Broth S. Typhimurium + FC 8,60+0,13° 8,77+0,15%"
S. Typhimurium + K18 8,54+0,17° 8,60+0,03P¢
S. Typhimurium + KKB 6,46+0,06° 5,84+0,08°
S. Typhimurium + EG 8,54+0,16% 8,39+0,14°
S. Typhimurium 6,05+0,10 8,98+0,14% 10,31+0,01%
S. Typhimurium + BB2 8,87+0,13%P 8,69+0,11°°
S. Typhimurium + FC 8,69+0,16*° 8,60+0,13"°
UHT Siit S. Typhimurium + K18 8,69+0,02%" 8,87+0,00°
S. Typhimurium + KKB 8,47+0,15" 8,40+0,16°
S. Typhimurium + EG 8,97+0,00° 8,54+0,01°°

* Ayni sttundaki farkh harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farkhdir (p<0,05).




Salmonella Typhimurium’un in vivo gelisme inhibisyonunun alti ila yedi haftalik broiler
piligler tizerinde degerlendirildigi bir ¢alismada, ¢evresel ve kanatli kaynaklarindan
izole edilen probiyotik Bacillus subtilis suslar1 hayvanlarin diyetine takviye edilmis ve
denemeler sonunda bazi Bacillus izolatlarinin broiler piliglerin sindirim sistemindeki S.
Typhimurium seviyelerini 6nemli 6lgiide azaltabildigini gostermistir (Menconi vd.,
2013). Ayrica yapilan diger bir ¢alismada ise, Sivi besiyeri ortamimdaki ortak kiiltiirde
probiyotik Bacillus subtilis KATMIRA1933 ve metabolitlerinin Salmonella’nin
gelismesinde 6nemli bir inhibisyon etkisi olmadigi gosterilmistir (Tazehabadi vd.,
2021). Sonug olarak, literatiirdeki ¢alismalardan alinan sonuglarin elde edilen verilerle
paralel oldugu goriilmektedir.
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SONUC VE ONERILER

Probiyotikler, saglik vyararlar1 sagladigi igin yaygm olarak tiiketilmekte ve
arastirtlmaktadir. Lactobacillus spp. ve Bifidobacterium spp. mevcut ticari tip
probiyotik olarak en ¢ok incelenen tiirler olsa da giiniimiizde arastirmalar sonucunda
Bacillus tiirlerinin bu tiirlere kiyasla ekstrem fizyolojik kosullarda hayatta kalma
yetenegine sahip oldugunun tespit edilmesi ve insan gastrointestinal sisteminden izole

edilmesi bu tiirii odak noktas1 haline getirmistir.

Bu c¢alisma kapsaminda ¢esitli kaynaklardan izole edilen ve potansiyel probiyotik
ozellikleri belirlenen Bacillus spp.’ye (B. subtilis, B. coagulans, B. clausii) ait suslarin
antimikrobiyal aktivitesi zamana bagli olarak agar, broth ve UHT siit olmak iizere ii¢
farkli ortamda S. aureus, L. monocytogenes, E. coli O157:H7 ve S. Typhimurium’a

kars1 incelenmistir. Elde edilen verilerin degerlendirilmesi ile su sonuglar ¢ikarilmistir;

Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC25923 iizerinde agar kuyucuk yonteminde
probiyotik Bacillus suslarindan B. subtilis’e ait sirasiyla KIS ve BB2 susunun
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Zamana bagli olarak probiyotik
Bacillus-S. aureus kombinasyonundaki canli S. aureus sayist nutrient broth ve UHT siit
igerisinde  incelendiginde ise tiim kombinasyonlarda kontrole kiyasla test
mikroorganizma sayisinin 48. saat sonunda azaldigi saptanmistir. Nutrient brothda en

yiiksek inhisyon etkisini BB2 susu gosterirken UHT siitte K1S susu gostermistir.

Listeria monocytogenes ATCC13932 iizerinde agar kuyucuk yonteminde probiyotik
Bacillus suslarmin herhangi bir antimikrobiyal aktiveye sahip oldugu tespit
edilememistir. Nutrient broth igerisinde 48. saat sonunda probiyotik Bacillus-L.
monocytogenes kombinasyonlarinda B. coagulans’a ait FC susunda kismi inhibisyon
etkisi gozlenirken UHT siit icerisinde tiim kombinasyonlardaki inhibisyon etkisinin

daha da arttig1 saptanmustir.

Escherichia coli CECT4972 (O157:H7) tizerinde agar kuyucuk yonteminde probiyotik
Bacillus suslarindan B. subtilis’e ait BB2 susunun antimikrobiyal etkiye sahip oldugu

tespit edilmistir ve inhibisyon ¢ap1 S. aureus’a gore daha diisiik bulunmustur. Nutrient
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broth icerisinde de bu etki devam ederken UHT siitte kontrole kiyasla dnemli bir fark

bulunamamastir.

Salmonella Typhimurium ATCC14028 {izerinde agar kuyucuk yonteminde probiyotik
Bacillus suslarmin herhangi bir antimikrobiyal aktiveye sahip oldugu tespit
edilememistir. Nutrient broth igerisindeki probiyotik Bacillus-S. Typhimurium
kombinasyonlarinda 48. saat sonunda B. coagulans’a ait KKB susunda 6nemli bir
antimikrobiyal aktivite gozlenirken UHT siitte aktivitenin tiim suslarda arttigi

saptanmistir.

Sonu¢  olarak, incelenen tiim patojen mikroorganizmalar g6z  Oniinde
bulunduruldugunda probiyotik Bacillus suslarmin en yiiksek antimikrobiyal aktivite
gosterdigi patojen Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC25923 olarak tespit
edilmistir. Elde edilen veriler literatiir ile karsilastirildiginda da probiyotik Bacillus
suglarinin Gram pozitif bakteriler iizerindeki yliksek antimikrobiyal etkiye sahip olmasi
ile parallellik gostermektedir. Ayrica B. subtilis’e ait suslarin diger tiirlere kiyasla daha
yiiksek inhibisyon etkisine sahip oldugu ve ayn tiire ait suslarinda patojenler tizerindeki
etkilerinde farklilik gériilmektedir. Bu sonug, antimikrobiyal aktivitenin esas olarak tiire
0zgi oldugunu ayrica suslar arasinda da onemli farkliliklar gosterebilecegini ortaya

koymaktadir.

Literatlirdeki calismalara bakildiginda antimikrobiyal aktivitenin genel olarak ¢esitli
agar yontemleriyle calisildigi ve Bacillus suslarinda kayda deger sonuglar alinmadigi
goriilmektedir. Probiyotik Bacillus suslarinin patojenlerle dogrudan etkilesime girdigini
gosteren bulgu sayist smurlidir.  Sonuglarimiz  probiyotik  Bacillus tiirlerinin
antimikrobiyal aktivitesinin bakteriyosin veya bakteriyosin benzeri maddeler
tiretmesinden kaynaklandigi gibi aynmi ortamdaki patojenik bakteriler arasindaki
mikrobiyal gida rekabetinden kaynaklandigin1 gostermektedir. Hipotezimiz aynmi
zamanda probiyotiklerin, zamana bagli olarak farkli besi ortamlarinda maksimum
avantaj i¢in potansiyel nis rakiplerini gelismesini sinirladigi veya oldiirdiigiinii ortaya

koymaktadir.

Rekabetci diglama, probiyotigin konak¢inin bagirsak epitel hiicrelerinde herhangi bir
patojenden kaynaklanan enfeksiyona karsi koruma sergilemedeki etki modlarindan
biridir ve probiyotik Bacillus spp. kullanarak rekabet¢i dislamanin etkili olup olmadigi

acitk degildir. Bu nedenle sonuglarimiz, gida patojenlerinden kaynaklanan
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enfeksiyonlari kontrol etmek ve tedavi etmek icin alternatif stratejilere 6nayak olabilir.
Ayni1 zamanda gida matriksi i¢indeki olumlu sonuglarda kullanilan suslarin ileriki
asamalarda alternatif bir dogal biyokoruyucu olarak degerlendirilebilecegini

gostermektedir, ancak bu uygulamalar i¢in daha fazla ¢alisma yapilmasi gerekmektedir.
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