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OZET

Bu ¢alismada ineklerin agiz siitiinden (kolostrum) izole edilen 11 Lactobacillus spp.
izolatlarinin probiyotik Ozellikleri arastirilmigtir. Yapilan calismalar sonucunda;
Lactobacillus spp. O01, O03, 004 ve TO4 izolatlarimin % 0,4 fenole kars1 yiiksek
tolerans gosterdigi tespit edilmistir. izole edilen Lactobacillus spp. izolatlar diisiik pH
kosuluna duyarlilik gostererek (pH 2.0), pH 3 (4,03-7,52 log kob/mL), pH 4 (6,70-
7,60 log kob/mL) ve pH 7’de (7,83-9,60 log kob/mL) canliliklarini siirdiirmiislerdir.
Lactobacillus spp. izolatlarmin %0,3 ve 0,5 safra ortamlarinda ortalama caliliklari
sirayla 8,56 ve 8,04 log kob/mL olarak tespit edilmistir. Lactobacillus spp.
izolatlarindan elde edilen metabolitlerin gida ve bagirsak patojenlerine antimikrobiyal
etkisi arastirilmis ve Escherichia coli ATCC 35218 (3,04-17,48 mm), E. coli ATCC
11229 (2,64-17,16 mm) Salmonella enteritidis ATCC 13076 (2,24-11,56 mm),
Bacillus cereus RSKK 863 ve Staphylococcus aureus ATCC 25923 (6,98-20,18 mm)
test bakterilerine karst antimikrobiyal etki gosterdikleri goézlemlenmistir.
Lactobacillus spp. izolatlarinin ampisilin, oflotoksin, eritromisin, kromfenikol,
netilmisin, gentamisin ve polimiksin antibiyotiklerine duyarliliklar1 test edilmistir.
Izolatlar polimiksine kars1 direng gosterirken, OO4 ampisiline ve gentaisine, TO4 ise
gentamisin antibiyotigine direng¢ goOstermistir. Probiyotik suslarin agregasyon ve
hidrofobiste aktivitelerinde etkili oldugu diisiiniilen ekzopolisakkarit (EPS) iiretimleri
205,91 — 372,36 mg/L belirlenmistir. Lactobacillus spp. izolatlarindan otoagregasyon
aktivitesi %9-31 oraninda belirlenirken, S. aureus ATCC 25923 (%1,3-27,3) ve E. coli
ATCC 35218 (%1,5-30) test bakterileri ile diisiik diizeyde koagrege olabildikleri
gozlenmistir. Lactobacillus spp. izolatlarinin yiizde hidrofobisite degerleri sirasiyla,
%13,5-94,80, %1,15-85 ve %1,6-84,8 olarak tespit edilmistir. Yiiksek EPS iiretimi
gosteren TO3, TO4 ve OO4 izolatlar1 agregasyon, hidrofobisite, antimikrobiyal
aktivete ve gastrointestinal sistem kosullarina tolerans gibi probiyotik o6zellikler
gostermistir. Izolatlarin hemolitik aktivitesi y-hemolotik olarak belirlenmistir.
Probiyotik 6zellikleri arastirilan izolatlar arasinda en iyi aktivite gosteren TO4 izolati
16S rDNA dizi analizi sonucunda %99.86 oraninda Limosilactobacillus fermentum
tiiriine benzerlik gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Kolostrum, Probiyotik, Fenol Toleransi, Asit- Safra, Toleranst,
Antimikrobiyal =~ Aktivite, = Antibiyotiklere Duyarlilik, Ekzopolisakkarit,
Otoagregasyon, Koagregasyon, Hidrofobisite, Hemolitik Aktivite.

Mayis, 2024; 80 sayfa
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ABSTRACT

In this study, the probiotic properties of 11 Lactobacillus spp isolates isolated from
cow colostrum were investigated. As a result of the studies; it was determined that
Lactobacillus spp. 001, 003, O04 and TO4 isolates showed high tolerance against
0.4 %phenol. Isolated Lactobacillus spp. isolates showed sensitivity to low pH
condition (pH 2.0), while they maintained their viability at pH 3, pH 4 and pH 7.
Lactobacillus spp. isolate’s average viability in 0.3% and 0.5% bile environments were
determined as 8.56 and 8.04 log cfu/mL respectively. The antimicrobial effect of
metabolites obtained from Lactobacillus spp isolates on food and intestinal pathogens
was investigated and results revealed that isolates have antimicrobial activity against
test bacteria Escherichia coli ATCC 35218 (3.04-17.48 mm), E. coli ATCC 11229
(2.64-17.16 mm) Salmonella enteritidis ATCC 13076 (2.24-11.56 mm), Bacillus
cereus RSKK 863 and Staphylococcus aureus ATCC 25923 (6.98-20.18 mm).
Lactobacillus spp. isolates were tested using Lactobacillus isolates were tested for
their susceptibility to ampicillin, ofloxacin, erythromycin, chloramphenicol,
netilmicin, gentamicin, and polymyxin antibiotics. While the O0O4 strain showed
resistance to ampicillin and gentamicin, the TO4 strain exhibited resistance to
gentamicin. The production of EPS believed to be effective in the aggregation and
hydrophobic activities of probiotic strains was determined between 205.91 and 372.36
mg/L. While autoaggregation activity was observed in Lactobacillus spp. isolates at a
rate of 9-31%, low levels of coaggregation were observed with test bacteria S. aureus
ATCC 25923 and E. coli ATCC 35218. Lactobacillus spp. isolates exhibited
hydrophobicity values ranging from 13.5% to 94.80%, 1.15% to 85%, and 1.6% to
84.8%, respectively. Strains TO3, TO4, and O0O4, with high EPS production, showed
probiotic properties such as aggregation, hydrophobicity, antimicrobial activity, and
tolerance to gastrointestinal conditions. The hemolytic activity of these strains was
determined as y-hemolytic. The TO4 isolate, which showed the highest activity among
the isolates whose probiotic properties were investigated, showed 99.86% similarity
to the Limosilactobacillus fermentum species as a result of 16S rDNA sequence
analysis.

Keywords: Colostrum, Probiotic, Phenol Tolerance, pH-Bile Tolerance,
Antimicrobial Activity, Antibiotic Susceptibility, Exopolysaccharide,
Autoaggregation, Coaggregation, Hydrophobicity, Hemolytic Activity.
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1. GIRIS

Giliniimiizde hem saglik hem de beslenme alanlarindaki arastirmalarin odagi, insan
viicudunun dengeli bir mikrobiyom yapisina sahip olmasinin énemi her gecen giin
daha fazla artmaktadir (Redondo-Useros vd., 2020). Bagirsak florasindaki
dengesizliklerin, sindirim sagligindan bagisiklik sistemi fonksiyonlarina kadar bir dizi
saglik sorununa yol agabilecegi belirtilmektedir (Wang vd., 2023). Bu nedenle,
probiyotikler gibi faydali mikroorganizmalarin kullanimi, saglikli bir mikrobiyomun

korunmasi ve desteklenmesinde 6nemli bir strateji olmustur.

Kolostrum, memeli hayvanlarin dogum sonrasindaki ilk siittiir ve yeni doganin
bagisiklik sistemi ve gelisimi i¢in hayati 6neme sahip bilesenler icermektedir (El-Loly
vd., 2022). Kolostrum ayrica, yiikksek miktarda immiinoglobulinler (Ig), biiylime
faktorleri, antimikrobiyal peptidler ve diger biyoaktif bilesenler icerebilmektedir
(Playford ve Weiser, 2021). Bu bilesenler, yeni doganin bagisiklik sisteminin
gelisimine katkida bulunmakta ve onu ¢evresel patojenlere karst korudugu

bildirilmistir.

Son yillarda, kolostrumun probiyotik 6zelliklere sahip oldugu ve sindirim sistemi
sagligint dogrudan etkiledigi one siiriilmiistiir (Ceniti vd., 2023). Ayrica kolostrum
probiyotikleri, geleneksel probiyotiklerin sindirim sistemi ve bagisiklik sistemi
faydalarinin yani sira, kolostrumun kendine 06zgii besleyici bilesenlerinden de

faydalanabilecegi diisiiniilmektedir (Bagwe-Parab vd., 2020).
Bu ¢alisma kapsaminda;

» Besinle alinan ve endojen olarak proteinlerin aromatik amino asitlerinden
olusan fenol, bakteriler lizerinde inhibitorliikk etkiye neden olmaktadir. Bu
nedenle ¢alismamizin ilk basamaginda 11 adet Lactobacillus spp. izolatlariin
%0,4 oraninda fenol igeren ortamda gelisim diizeylerinin belirlenmesi,

» Probiyotik mikroorganizmalar oral yolla alindiklarinda karsilarina ¢ikan ilk
engel midedeki diisiik pH’a bagli goriilen asitlik ve bagirsaktaki safranin
antimikrobiyal etkisidir. Bu nedenle bir mikroorganizmanin bagirsaga ulasarak
yararli saglik etkilerini gosterebilmesi icin gastrointestinal (Gl) sistem
kosullarina tolerans gostermesi gerekmektedir. Tez ¢alismasinda Lactobacillus

spp. izolatlarinin Gl sistem kosullarina direncinin belirlemek amaciyla pH 2,3



ve 4 olan ortamlardaki canlilik diizeyleri ile bagirsak kosullarina toleransini
belirlemek i¢cin de % 0, % 0,3 ve % 0,5 oraninda sigir safrasi igeren
ortamlardaki canliliklarinin arastirilarak, bu ¢alismalar sonucunda diisiik asit
ve yiiksek safra ortamlarina tolerans gdsteren suslarin tespit edilerek diger
probiyotik 6zelliklerinin arastirilmast,

Probiyotikler tirettikleri asit, hidrojen peroksit (H202), enzim ve antimikrobiyal
maddeler ile patojenler iizerinde antimikrobiyal etki gostererek konakgi
sagliginin korunmasini saglayabilmektedir. Lactobacillus spp. izolatlariin
tirettikleri metabolitlerin (postbiyotik) ¢esitli enfeksiyon ve hastaliklardan
sorumlu patojenler iizerindeki (Bacillus cereus RSKK 863, Salmonella.
enteritidis ATCC 13076, Escherichia coli ATCC 35218, E. coli ATCC 11229,
Listeria monocytogenes ATCC 7644, Stapylococcus aureus ATCC 25923)
antimikrobiyal etkisinin belirlenerek, yiiksek diizeyede antimikrobiyal etki
belirlenen patojenler ile Lactobacillus spp. izolatlarinin koagregasyon
aktivitelerinin tespit edilmesi,

Probiyotiklerin konak organizma iizerindeki yararli etkilerini siirdiirebilmeleri
icin bagirsakta canli olarak bulunmasi gerekmektedir. Probiyotiklerin
bliylimesini, gelisimini olumsuz etkiledigi diisliniilen ve klinikte kullanimi
yaygin olan farkli etki mekanizmasina sahip antibiyotiklere duyarliklarinin
arastirilmasi,

Ekzopolisakkaritler (EPS), dogal ekolojik ¢evrelerde normal metabolik
siirecleri sirasinda ¢ok c¢esitli mikroorganizmalar (bakteri, kiif ve mavi-yesil
alg) tarafindan iiretilen yiiksek molekiiler agirlikli ekstraseliiler polimerlerdir.
Laktobasiller ¢ok farkl1 gesit ve yapisal 6zellige sahip EPS iiretirler. Uretilen
bu polimerler bakteriyi asit, safra, antibiyotik vb. gibi stres kosullarindan
koruyabilmekte, probiyotiklerin epitel yiizeylere tutunmasinda ve
koagregasyon aktvitelerinde etkili olabilmektedir. Lactobacillus spp.
izolatlarinin EPS iiretimleri mg/L olarak belirlenerek, stres kosullarina tolerans
ile EPS iiretimi arasindaki iligkinin arastirilmasi, ayrica agregasyon ve
hidrofobisite ile EPS {iretimi arasindaki korelasyonun istatiksel olarak tespit
edilmesi,

Probiyotiklerin bagirsaktaki epitel yilizeylere kolonize olmasi konak tizerindeki
yarali etkilerinin silirdiiriilmesi acisindan oOnemlidir. Epitel yiizeylere

tutunabilmesi i¢in probiyotiklerin agregasyon oOzellikleri gostermesi ve
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hidrofobisite ile hiicre yiizey Ozelliklerinin belirlenmesi gerekmektedir. Bu
nedenle Lactobacillus spp. izolatlarinin agregasyon ve hidrofobisite
Ozelliklerinin arastirilmasi,

Probiyotik olarak kullanilan bakterilerin insan sagligini olumsuz etkilememesi
icin patojen Ozellik gostermemesi gerekmektedir. Sitolizin virtilenslige katki
saglayan, hemolitik aktivitenin olusmasinda rol oynayan bir toksindir.
Kolostrumdan izole edilen laktobasillerin patojenitelerinin tespit edilmesi i¢in
hemolitik aktivitelerinin belirlenmesi,

Tez calismasi sonucunda probiyotik 6zellikler sergileyen izolatlarin genomik
DNA’lan izole edilerek, sekans analizleri hizmet alimi ile yapilarak tiir
diizeyinde isimlendirmeleri yapilmistir. Belirlenen izolatlar tez caligmasinin
devaminda yapilacak in vitro ve in vivo ¢alismalarla giivenirliligi belirlenerek
ciftlik hayvanlarmmin  yemlerinde dogal katki olarak kullanimlar

amaclanmaktadir



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Kolostrum

Kolostrum, memeliler tarafindan dogumdan hemen sonra iiretilen, B-karoten nedeniyle
kalin ve sar1 renge sahip benzersiz besleyici ilk siit olarak tanimlanmistir. Kolostrumun
igerigi ve fiziksel 6zellikleri; kaynagin cinsine, beslenme tiiriine, saglik durumuna ve
dogum ardindan gecen siire gibi faktorlerden etkilenmektedir (Hyrslova vd., 2020).
Kolostrum, yenidogani hastaliklara karsi koruyan antikorlara sahiptir ve normal siitten
daha diisiik lipid ve daha yiiksek protein igermektedir (Chattha vd., 2013).
Kolostrumdaki antikorlar, lizozim, laktoferrin, laktoperoksidaz ve sitokinler gibi
bilesikler antimikrobiyal 6zelliklere sahiptir. Ayrica kolostrum, probiyotik potansiyeli
olan bakterilerin izolasyonu i¢in Onemli bir rezervuar olarak kullanilabilecek,
patojenik bakterilere kars1 antibakteriyel etkiye sahip olabilen Lactobacillus,
Bifidobacterium,  Enterococcus,  Lactococcus,  Leuconostoc,  Pediococcus,
Propionibacterium, Weissella gibi farkli cinslere ait bakteriler icerebilmektedir. Bu
bakteriler  patojenler iizerinde bakteriyostatik ve  bakterisidal  aktivite
gosterebilmektedirler (Hyrslova vd., 2020). Kolostrumdaki probiyotikler; yara
lyilesmesi, obezite yonetimi, kas protein sentezi, solunum yollar1 enfeksiyonlari,
antiviral ve antibakteriyel Ozellikler bakimindan saglik iizerinde olumlu etkiler
sergilemektedir (Mehra vd., 2022). Ayrica prebiyotik etkiye sahip oligosakkaritler,
kolostrumda dogal olarak bulunmaktadir. Kolostrumda bulunan prebiyotikler,
probiyotik mikroorganizmalarin biiylimesinde ve gelismesinde rol oynamaktadirlar

(Hyrslova vd., 2016).

2.1.1 Kolostrum bilesenleri

Kolostrum, disi memelilerin dogumdan hemen sonra, yavruya yiiksek kaliteli
beslenme diyeti, bliylime ve doku onarim faktorleri ile bagisikligini gelistirmesini
saglayan, besin agisindan zengin biyolojik sividir (El-Loly, 2022). Kolostrum, olgun
slite gore daha az laktoz ve daha fazla yag, protein, vitaminler, mineraller, hormonlar,
bliytime faktorleri, sitokinler ve niikleotidler icerir. Dogumdan ilk ii¢ gilin sonrasinda
bilesiklerin igerikleri azalarak olgun siite doniistimii gerceklesmektedir. Normal siitte
tic farkli ana smif bulunan Ig’ler (IgG, IgM ve IgA) toplam siit proteinini yaklasik

%1’ini olustururken, kolostrumda ise %70-%80’ini olusturmaktadir (McGrath vd.,
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2016). Kolostrum; laktoferrin, laktoperoksidaz, lizozim gibi antimikrobiyal peptitlerde
icermektedir. Biiylime faktorleri (epidermal biiytime faktorii, doniistiiriicii, insiilin
benzeri biiylime faktorleri, fibroblast, trombosit tiirevi ve biiylime hormonu) dogum
sonrasi ilk 0-72 saat i¢inde kolostrumda bol miktarda bulunmaktadir. Laktoferrin
transferin ailesine ait bir glikoprotein olup kolostrumda bulunan demire baglanarak
antibakteriyel, antiviral, antikanser aktiviteye sahiptir ve bagisiklik sistemin
diizenlenmesi ile modiilasyonunu saglamaktadir (Yugis vd., 2015) Laktoperoksidaz,
H>0; varliginda mikrobiyal enzimlerdeki ve protein gruplarindaki siilfidril gruplarinm
oksitleyerek bakteriyel metabolizmay1 engelleyen toksik bir bilesiktir (Fox vd., 2006).
Lizozim, sindirim sirasinda sindirilmeyen fakat yarali bakterileri destekleyen bir
enzimdir (Farkye vd., 2003). Prolin igerigi bakimindan zengin polipeptitler timusu
destekler ve asir1 aktif bir bagisiklik sistemini dengelemeye yardimci olmaktadir
(Farkye vd., 2003). Kolostrumdaki sitokinler ve interldkinler ana immiinomodiilator
karakterizasyonlara sahip kiigiikk peptit molekiilleridir, bagisiklik sistemini
diizenlemesini saglamaktadir (Sun vd., 2013). Interferonlar ise viicudun tiim
hiicrelerinde virlis replikasyonunu inhibe eden O6zel bir protein olarak goérev

yapmaktadir (Boudry vd., 2008).

2.1.2 Kolostrum probiyotikleri

Kolostrum probiyotikleri bebekler icin en giivenilir bakterilerdir ve anne kaynakli
oldugundan insan viicuduna uyum saglayabilen gilivenilir bir kaynak olarak kabul
edilmektedir (Srikham vd., 2022). Kolostrumda bulunan probiyotiklerin; bebek
bagirsaginda antimikrobiyal bilesik {iretimi, enfeksiyon insidansinin ve siddetinin
azaltilmas: ile bagirsak gecirgenligini azaltarak bagirsak bariyer fonksiyonunun
tyilesmesinde onemli katkilar1 bulunmaktadir (Albesharat vd., 2011). Kolostrumda
cok miktarda Lactobacillus, Bifidobacterium cinlerine ait farkl tiirler (Sakwinska vd.,
2016) ile Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Propionibacterium
ve Weissella (Albesharat vd., 2011) cinsine ait bakteri tiirleride bulunabilmektedir.
Kolostrumdaki probiyotikler kolon kanserinin tedavisinde (Srikham vd., 2022),
sindirim, solunum, iltihaplanma ve kemik biiylimesi hastaliklarini iyilestirmek igin

kullanilabilmektedir (Sakwinska vd., 2016).

Ayrica kolostrum probiyotikleri hayvan yemleri, sporcu beslenmesi, bebek formiilleri,

fonksiyonel gidalar, besin takviyesi {irtinleri, farmasotik ve kozmetikte diinya

5



pazarinda popiilaritesini korumaktadir (Mehra vd., 2020; Pietrzak vd., 2020; Silva vd.,
2019).

2.2 Probiyotik

Probiyotikler, “Yeterli miktarlarda uygulandiginda konak¢iya saglik agisindan fayda
saglayan, canli mikroorganizmalar” olarak tanimlanmaktadir (Hill vd., 2014).
Probiyotik mikroorganizmalar, laktik asit bakterileri (LAB), Bifidobacterium tiirleri,
Bacillus ve mayalar olmak tlizere birgok fakl tiirleri igerirler. LAB grubu altindaki
Lactobacillus, gram-pozitif ve katalaz-negatif bakteri cinsi endiistriyel islemlerde, ilag
ve kozmetik imalatinda kullanilan en eski probiyotikler olarak bildirilmistir (de Melo
Pereira vd., 2018). LAB, Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus ve Leuconostoc
farkl tiirler icerirler (Zheng vd., 2020). LAB glikoz metabolizmasinda Embden-
Meyerhof-Parnas yoluyla sadece laktik asit lireten homofermentatif laktik asit, pentoz
monofosfat yoluyla ise etanol, asetik asit ve karbondioksit gibi yasamsal faliyetleri
yerine getirmesi i¢in biricil metabolit liretir. LAB ayrica fermente gidalarin kalitesini
ve raf dmriinii artirmak i¢in kullanilan bakteriyosinler, ekzopolisakkaritler ve enzimler
dahil olmak {izere ikincil metabolitler iiretebilir (Carr vd., 2002). Bifidobacterium,;
glikoz, galaktoz, laktoz ve fruktozu sindirme yetenegine sahip heterofermentatif,
katalaz-negatif ve anaerobik bakterilerdir. Antikanser aktivitesi, anti-inflamatuar,
enterit, laktoz intoleransi, kabizlik, agiz iltihabi rahatsizliklarina kargi kullanildig:
bilinmektedir. Ayrica yenidogan bagirsak florasi, dogumdan sonraki ilk birkag¢ giin
icinde kurulur ve bebeklik dénemindeki mikroflora bilesiminin neredeyse %80'ini
bifidobakteriler olusturmaktadir (de Melo Pereira vd., 2018). Bacillus spp. tiirleri gram
pozitif, aerobik bakteri grubuna ait probiyotik tiirleridir. En bilinen 6zelligi gida
sektoriinde uzun raf siireleri boyunca canliligi korumasina sebep olan endosporlarin
olusumudur (Zheng vd., 2020). Mayalar; heterojen Okaryotik mikroorganizma
grubunu olusturur (Foligné vd., 2010). Protein, B vitamini, iz mineralleri ve ¢esitli
bagisiklik uyaric1 bilesiklerin yiiksek igeriginden dolayr bu mikroorganizmalarin
probiyotik olarak kullanimina olan ilgi artmistir (Fadda vd., 2017). Ayrica, mayalarin
antibiyotiklere duyarsizlik ve endiistriyel isleme kosullarina karsi iyi tolerans

avantajlarina sahip oldugu da bilinmektedir (Morgunov vd., 2013).



2.2.1 Probiyotik secim kriterleri

Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ve
Avrupa Gida Giivenligi Otoritesinin (EFSA) onerilerine goére probiyotik olarak
kullanilacak mikroorganizmalarin giivenlik ve islevsellik kriterlerini saglamasi
gerekmektedir (de Melo Pereira vd., 2018). Bir mikroorganizmanin probiyotik olarak

kullanilabilmesi i¢in;

i.  Insan viicudunun stres kosullarma (amilaz, lizozim, diisiik pH, safra tuzlar1 ve
fenole) tolerans gdstermeli (Martins vd., 2008),
ii.  GI epitel hiicrelerinde kolonize olabilmeli (agregasyon, hidrofobisite ve
memeli epitel hiicrelerine yapisma) (Martins vd., 2008),
iii.  Bagirsakta bulunana patojenlere kars1 antagonistik etki gostermeli (Duary vd.,
2011),
iv.  Antibiyotik diren¢ genleri igermemeli,
v.  Patojen olmamali,
vi.  Konakg¢inin bagisiklik sistemini uyarmali (Markowiak ve Slizewska, 2017),
vii.  Kanserojen 6zellik géstermemeli (Tuomola vd., 2001),

viii.  Konakgiya zararsiz olmalidir (Bezkorovainy, 2001).

2.2.2 Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar

Probiyotik mikroorganizmalar, LAB, Bifidobacterium spp., Bacillus spp. ve mayalar
olmak tizere Cizelge 2.1°de gosterildigi gibi bir¢ok fakl tiirleri igermektedir (Tripathi
ve Giri, 2014). Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirleri en fazla ¢alisilan, uzun giivenli
kullanim ge¢misine sahip ve “Genel Olarak Giivenli (GRAS)” statiisiinde kabul
edilmistir (Doron ve Snydman, 2015; Dimitrellou, vd., 2016).

Bazi lakobasiller ve bifidobakterilerin aside karsi direng gosterdigi i¢in gida
substratlarina uyum sagladiklarii rapor etmislerdir (Tripathi ve Giri, 2014).
Probiyotik 6zelliklerin ve faydalarin yanlizca cinsine bagli degil, ayn1 zamanda susa

da bagli oldugu gosterilmistir (Nuraida, 2015).


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/bifidobacterium

Cizelge 2. 1. Probiyotik Olarak Kullanilan Mikroorganizmalar (de Melo Pereira vd.,

2018).

Lactobacillus spp.

Ligilactobacillus salivarius, Lactobacillus acidophilus,
Lacticaseibacillus  rhamnosus  Lactobacillus — gasseri,
Lacticaseibacillus  casei, Limosilactobacillus  reuteri,
Lactiplantibacillus plantarum, Lactobacillus johnsonii,
lactobacillus gallinarum, Limosilactobacillus fermentum,
Lactobacillus  helveticus,  Levilactobacillus  brevis,
Lactobacillus murinus, Lactobacillus curvatus,

Lactobacillus amylovorus, Lentilactobacillus kefiri

Bifidobacterium spp

Bifidobacterium  infantis,  Bifidobacterium  longum,
Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium adolescentis,
Bifidobacterium  bifidum,  Bifidobacterium  breve,
Bifidobacterium thermophilum, Bifidobacterium

pseudolongum

Maya Saccharomyces boulardii, Saccharomyces carlsbergensis,
Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces cerevisiae

Diger Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Enterococcus

mikroorganizmalar | faecalis, Enterococcus faecium, Leuconostoc

mesenteroides, Leuoconostoc lactis, Leuoconostoc citreum,
Pediococcus  acidilactici,  Pediococcus  pentosaceus,
Propionibacterium freudenreichii, Streptococcus salivarius

subsp. Thermophilus, Bacillus cereus




2.2.3 Probiyotik ozellikler

2.2.3.1 Gastrointestinal sistemde hayatta kalma yetenegi

Probiyotik mikroroganizmlar oral yolla alindiklarinda karsilarina ¢ikan ilk engel
midedeki diisiik pH’a baglh goriilen asitlik ve bagirsaktaki safranin antimikrobiyal
etkisidir. Bu nedenle bir mikroorganizmanin bagirsaga ulasarak yararli saglik etkilerini
gosterebilmesi i¢in GI sistem kosullarina tolerans gostermesi gerekmektedir. (de Melo
Pereira vd., 2018). Probiyotik olarak kullanilacak bakterilerin diisiik pH, mide suyu,
pepsine, bagirsaklarda safra tuzlarina, diyetle alinan ve endojen olarak proteinlerin
aromatik amino asitlerinden olusan fenole toleransi belirlenmelidir (Pinto vd., 2006).
Mide bagirsak kosullarina tolerans gosteren probiyotik mikroorganizmalarin diger
probiyotik Ozellikleri ve saglik lizerindeki etkileri arastirilirmaktadir (Martins vd.,

2008).

2.2.3.2 Epitel yiizeye tutunma

GI sistem kosullarina tolerans gosteren suslarin bagirsakta epitel yiizeylere kolonize
olarak yararl saglik etkilerini gostermeleri beklenmektedir (Duary vd., 2011). Epitel
hiicrelerine mikrobiyal yapigsma, probiyotik mikroorganizmalarinin hiicre yiizeyinin
fizyokimyasal bilesimi ile insan bagirsak hiicrelerinin epitel zari arasinda olan
etkilesim siirecidir. Bu siire¢ hedef hiicre yiizeylerindeki elektrostatik ve Van der Waals
etkilesimlerinin dengede olmasina baglidir (Boonaert ve Rouxhet, 2000). Bakterilerin
epitel hiicrelere yapismasinin hem agregasyon (oto- ve koagregasyon) kapasitesi hem
de hidrofilik ozellikleriyle ilgili oldugu bildirilmistir. Agregasyon yetenegi
probiyotiklerin bagirsakta belirli bir hiicre yogunluguna ulagmasini ve patojenlerin
inhibisyonunu saglarken, hidrofobisite ise bakteri hiicre yiizeyinin 6zelligi (asidik,
bazik ya da notr) ve epitel hiicre ile etkilesimi hakkinda bilgi saglamaktadir (Ogunremi

vd., 2015).
2.2.3.3 Probiyotiklerin patojenik bakterilerin canlihg iizerindeki etkisi

Probiyotiklerin en 6nemli 6zelliklerinden biri de hiicre metabolizmalar1 sonucu
urettikleri organik asit, enzim, H>O; ve bakteriyosin gibi maddeler ile patojenler
izerinde antimikrobiyal etki gostermeleridir. Probiyotikler tirettikleri antimikrobiyal
maddeler ile bagirsakta bulunan patojenleri inhibe ederek konak¢r sagliginin

korunmasini saglayabilmektedir. Probiyotikler bagirsaga yapistiktan sonra patojenler
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tizerindeki antimikrobiyal etkilerini irettikleri metabolitler ve koagregasyon

mekanizmalart ile siirdiirebilmektedirler (Lebeer vd., 2008; Vera-Pingitore vd., 2016).

2.2.3.4 Probiyotiklerin giivenirligi

Avrupa toplulugu (QPS ve PROSAFE) ve Amerika Birlesik Devletleri (FDA ve WHO)
tarafindan yiritilen baz1 girisimler, insanlar icin probiyotiklerin giivenlik
degerlendirmesi i¢in kriterler olusturma g¢aligmalart yapmistir. Yapilan caligmalar
sonucunda giivenirlik i¢in probiyotik mikroorganizmanin izolasyon ge¢misinin ve
taksonomik tanimlamasinin bulunmasi, ayrica viriilans, enfektivite, toksisite,
hemolitik aktivite ve aktarilabilir antibiyotik diren¢ genlerinin icermemesi gerektigini

bildirmislerdir (Sanders vd., 2010).

2.2.3.5 Probiyotik mikroorganizmalarin insan saghgi iizerine etkileri

Probiyotiklerin; anti-obezite (de Melo Pereira vd., 2018), laktoz intoleransinin
diizenlenmesi (Salminen vd., 2002), anti-kanserojenik etki (Srikham vd., 2022), serum
kolesteroliiniin diisiiriilmesi, antibiyotikle iliskili ishal (Hempel vd., 2012), nekrotizan
enterokolit (Sanders vd., 2010), irritabl bagirsak sendromu (Srikham vd., 2022),
Clostridium difficile iligkili sindirim bozukluklar1 ve iltihapli bagirsak hastaligi,
tilseratif kolitte, egzama (Rather vd., 2016) ve alerjik rinit (Berings vd., 2017) gibi

saglik iizerine bir¢ok olumlu etkileri oldugu bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1.Materyal
3.1.1 Cahsmada kullanilan bakteri kiiltiirleri

Aksaray Univeristesi Bilimsel ve Teknolojik Uygulama ve Arastirma Merkezi
biinyesinde bulunan Mikrobiyoloji Laboratuvari, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji Ana Bilim Dali Kiiltiir Koleksiyonununda bulunan ve
Aksaray’daki ineklerin agiz siitiinden izole edilen 11 bakteri susu kullanilmistir. Izole
edilen suslarin yapilan gram boyama, seker ve fizyolojik testlerin sonuglarina gore
Lactobacillus spp. cinsine ait oldugu daha onceki ¢alismalarda belirlenmistir. Tez
calismasinda kullanilan suglar ve izolasyon kaynaginin listesi Cizelge 3.1°de

verilmistir.

Cizelge 3. 1. Calismalarda kullanilan bakteriler ve izolasyon kaynagi.

No Izolatlar Izolasyon Kaynag
1. Lactobacillus spp. TO1 Inek ag1z siitii
2. Lactobacillus spp. TO2 Inek agiz siitii
3. Lactobacillus spp. TO3 Inek agiz siitii
4. Lactobacillus spp. TO4 Inek agiz siitii
5. Lactobacillus spp. OO1 Inek agiz siitii
6. Lactobacillus spp. 002 Inek agiz siitii
7. Lactobacillus spp. 003 Inek agiz siitii
8. Lactobacillus spp. 004 Inek agiz siitii
9. Lactobacillus spp. MM1 Inek ag1z siitii
10. Lactobacillus spp. MM3 Inek agiz siitii
11. Lactobacillus spp. 16 Inek agiz siitii
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3.1.2 Bakterilerin aktiflestirilmesi ve gelisme ortamlari

Bakterilerin gelistirilmesinde De Man Rogosa Sharpe (MRS) Broth (Merck) ve MRS
Agar (Merck) besi ortamlar1 kullanilmistir. Bakterilerin 37°C’de 18-24 saat araliginda
kiiltiirler en az iki kez aktiflestirilmistir. Test bakterisi olarak kullanilan S. enteritidis
ATCC 13076, E. coli ATCC 35218, E. coli ATCC 11229, S. aureus ATCC 25923’ in
aktivasyonu Nutirent Broth (NB) besiyerinde (Merck) ve L. monocytogenes ATCC
7644 patojenlerinin aktivasyonu Tryptic Soy Broth (TSB) besiyerinde (Merck) 37
°C’de 18-24 saat ayrica B. cereus RSKK 863’ in aktivasyonu ise 30°C’de 18-24 saat
gelistirilerek yapilmigtir. Caligmalarin hepsinde ilk asama olarak kiiltiirlerin hiicre
yogunluklar1 (Optikal Density, OD) spektrofotometrede (Beckman Coulter, DU 730
UV/VIS) 600 nm olgiilerek ve bakterilerin hiicre sayilar1 MRS agar besiyerinde

kob/mL olarak degerlendirilmistir.

12



3.1.3 Cahsmalarda kullamilan besiyerleri

LAB’1n iiretiminde MRS besiyeri olarak bilinen ve Cizelge 3.2'de bilesimi verilen
besin ortami kullanilmistir. Besin ortamindaki igerigi tartilarak iizerine 1000 mL distile
su ilave edilmis ve manyetik karistirici ile homojenize olana kadar karistirilmistir.
Besin ortamlariin pH't 1 M sodyum hidroksit (NaOH) ve 1 M hidroklorik asit (HCI)
ile 6,8+0,2’ye ayarlanmis ve otoklavda 121°C'de 15 dakika sterilize olduktan sonra

deneylere hazir hale getirilmistir.

Cizelge 3. 2. Man Rogosa Sharpe (MRS) besiyerinin icerigi.

Bilesenler Miktar (g/L)
Pepton 10
Et ekstrakti 8
Maya ekstrakti 4
Glukoz 20
Tween 80 |
Di potasyum hidrojen ortofosfat 2
Magnezyum siilfat 7.H,O" 0,2
Amonyum sitrat 2
Sodyum asetat 3.H,O" 5
Manganez siilfat 0,05
Agar! 15

'Kat1 besiyeri hazirlamak igin kullamldi.
+20 mL %1 soliisyon

°5 mL %]1soliisyon (de Man vd., 1960).

Test bakterileri lireme ve gelisiminde Nutirent Broth (NB) besiyeri, Cizelge 3.3’te
verilen bilesenlerden hazirlanmistir. Bilesenler Olciilerek 1000 mL distile suya ilave
edilmis ve manyetik karistirici ile karigtirilmistir. Besiyerinin pH degeri 1 M NaOH ve
1 M HCl ile 7,0 £ 0,2 olarak ayarlanmis ve otoklavda 121°C'de 15 dk siireyle sterilize
edilmistir. Bu besiyeri, S. enteritidis ATCC 13076, E. coli ATCC 35218, E. coli ATCC
11229, S. aureus ATCC 25923 gibi bakteri tiirlerinin gelisimini saglamak ig¢in

deneylerde kullanilmistir.
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Cizelge 3. 3. Nutirent Broth (NB) besiyerinin igerigi.

Bilesenler Miktar (g/L)
Pepton 5

Et ekstrakti 3
Agar! 15

IKat1 besiyeri hazirlamak igin kullanildi (Gray vd., 1950).

L. monocytogenes ATCC 7644 bakteri susunun iiretiminde Tryptic Soy Broth (TSB)
besiyeri (Merck) kullanilmistir. Besiyerinin pH degeri 1 M NaOH ve 1 M HCl ile 7,0
+ 0,2 olarak ayarlanmis ve 121°C'de 15 dakika otoklavda sterilize olduktan sonra

deneylere hazir hale getirilmistir (Hawkey vd., 1986).

Caligmalarda kullanilan serum fizyolojik ¢o6zeltisi (SF) ise %0,875 oraninda sodyum
kloriir (NaCl)’iin tartilmasinin ardindan saf suda ¢ozdiindiiriiliip ve 121°C’de 15 dk

steril hale getirilmistir.

Calismalarda kullanilan 0,01 Molar (M) fosfat tamponu (PBS) 1,361 gr
monopotasyum fosfat (KH>POs4), 1,780 gr disodyum fosfat (NaHPOs), %0,8 NacCl,
9%0,2 potasyum kloriir (KCI) tartilarak 1000 ml saf su igerisinde ¢oziindiiriilerek pH
7,2’ye ayarlanarak 121°C’de 15 dk boyunca steril hale getirilmistir.
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3.2. Yontem
3.2.1 Bakteri kiiltiirlerinin muhafazasi

Deneylerde kullanilan suslar, uygun besiyerlerinde iki defa kiiltiire alinmistir. Cryo
tiiplerde 0,4 mL gliserol ilave edildikten sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlama ile
sterilize edilmistir. Kiiltiirlerden 0,6+0,02 mL olglilerek steril gliserol tiiplere
aktarilmig ve hazirlanan stoklar -40°C’de saklanmistir. Stoklar her alti ayda bir

yenilenmistir.
3.2.2 Lactobacillus spp. izolatlarinin fenol toleransinin belirlenmesi

Lactobacillus spp. izolatlarinin fenole karsi tolerans yetenekleri Gupta vd. (2021)
metotlarinda baz1 modifikasyonlar yapilarak belirlenmistir. MRS Broth besiortaminda
%2 oraninda Lactobacillus spp. izolatlariin ekimi yapilarak 37°C’de 18-24 saat
araliginda gelistirilen kiiltiirler, en az iki kez aktiflestirildikten sonra hiicre yogunlugu
spektrofotometrede (Beckman Coulter, DU 730 UV/VIS) 600 nm’de 0,6 = 0,02
ayarlanmig ve canli hiicre sayist kob/mL olarak belirlenmistir. Hiicre yogunlugu
ayarlanan suslardan %0,4 fenol (Sigma) iceren MRS ve fenol icermeyen MRS broth
(kontrol) ortaminda %2 oraninda ekim yapilarak 37°C’de 18-24 saat araliginda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyona birakilan kiiltiirlerinden inkiibasyonun baslangicinda (t=0) ve
24 saat sonundal00 pL almip SF (%0,875) ile diliie yapilmistir (10"°den 107°ye
kadar). Canli bakteri sayisinin tespiti i¢in MRS agar besiyerlerine ekilerek 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda bakteri sayisindaki nispi artis,
fenole direncin bir gostergesi olarak % canlilik olarak belirlenmistir. Es. 3.1°de verilen

formiil kullanilarak suslarin % canliliklar1 hesaplanmastir.

%canlilik = (0D,4 — 0Dy)/0Dyx 100 (3.1)
ODy: 600 nm’de 0,6 + 0,02’ye ayarlanan ilk optikal dansite

OD3y4: 600 nm’de son optik dansite

3.2.3 Lactobacillus spp. izolatlarmin farklh pH degerlerine toleransinin

belirlenmesi
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Lactobacillus spp. izolatlarimin diisiik pH’daki asit ortamlara toleransin Techo vd.
(2019)’nin metotlarina gore belirlenmistir. MRS broth besiyerine %2 oraninda
Lactobacillus spp. izolatlarinin ekimi yapilarak 37°C’de 18-24 saat gelistirilen
kiltiirler, en az iki kez aktiflestirilmistir. Kiiltiirler 8400 rpm’de 10 dk boyunca
santrifiij (Gyrozen, 1848R) edilerek pellet 2 defa SF (%0,875) ile yikanmustir. Pellet 1
mL SF icerisinde reslispanse edilerek, hiicre yogunlugu 5 mL MRS ortamda
spektrofotometrede (Bekman Coulter, DU 730 UV/VIS) 600 nm’de 0,6 + 0,02
ayarlanmis ve canli bakteri sayis1 kob/mL olarak tespit edilmistir izolatlarin farkli pH
kosullarina direncini belirlemek i¢gin MRS Broth’un pH’1 6M, 3M, 1M ve 0,1M HCI
derisimleri kullanilarak pH 2,3,4 ve 7 (kontrol) degerlerine ayarlanmistir. Farkli pH
degerlerine ayarlanan MRS broth besiyerlerine OD’si 600 nm 0,6 + 0,02ye ayarlanan
bakteri kiiltlirlerinden %2’lik ekim yapilmis ve 37°C’de 0,1,2,3,4 saat siireler i¢in
inkiibasyona  birakilmistir.  Inkiibasyondan sonra kiiltiirlerin  yogunluklar
spektrofotometrik olarak 6lgiilerek (600 nm) canliligin tespiti igin 10"°den 107°ye
kadar olan seyreltimleri MRS agar besiyerine ekilmistir. Ekim yapilan petriler canli
kolonilerin tespiti igin 37°C’de 18-24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
stiresi sonunda pH 2,3,4 ve 7 (kontrol) ortamlarindaki canli hiicre sayilar1 kob/mL

olarak hesaplanmistir (3.2).

(kolom' sayisixseyreltme faktéri’l)

kob
Log ﬁ =logy, (3.2)

Ekilen hacim (mL)

Koloni sayisi= inkiibasyon sonunda petrilerde sayilan koloni sayist

Seyreltme faktdrii=Petrilere ekim yapilan dilisyon orani (10™)

3.2.4 Lactobacillus spp. izolatlarimin farkh safra konsantrasyonlarina

toleransinin belirlenmesi
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Lactobacillus spp. izolatlarinin %0, %0.3 ve 9%0.5 ‘lik farkli safra konsantrasyonlarina
toleransi Techo vd. (2019) ve Wang vd. (2023)’1n metotlarinda bazi modifikasyonlar
yapilarak belirlenmistir. MRS Broth ortaminda %2 Lactobacillus spp. izolatlarinin
ekimi yapilarak, 37°C’de 18-24 saat boyunca inkiibe edilen Kkiiltiirler, iki kez
aktiflestirilip ardindan kiilttirler 8400 rpm’de 10 dk santrifiij (Gyrozen, 1848R) edilmis
ve pellet 2 kez SF (%0,875) ile yikanmustir. Pellet 1 mL SF igerisine resiispanse
edilerek, hiicre yogunlugu 5 mL MRS ortamda spektrofotometrede (Beckman Coulter,
DU 730 UV/VIS) 600 nm’de 0,6 + 0,02 ayarlanmis ve canli bakteri sayis1 kob/mL
olarak tespit edilmistir. OD degerleri belirlenen Lactobacillus spp. izolatlarindan %2
oraninda, %0,0 (kontrol), %0,3 ve %0,5 oranlarinda safra (sigir safrasi, Sigma) iceren
MRS sivi besiyerlerine inokiile edilerek 37°C’de inkiibe edilmistir. Farklh
konsantrasyonlarda safra iceren MRS ortamlarindan inkiibasyonun 0, 3. ve 6. saat
periyotlarinda ornekler alinarak spektrofotometrede (Beckman Coulter, DU 730
UV/VIS) 600 nm’de OD degerleri ve canli bakteri sayis1t MRS agar besiortaminda
kob/mL olarak hesaplanmistir (3.2).

3.2.5 Lactobacillus spp. izolatlarinin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi

Lactobacillus spp. izolatlarmin test bakterileri iizerindeki antimikrobiyal aktivitesi
Beristain vd. (2016)’ye gore belirlenmistir. Test bakterileri (L. monocytogenes ATCC
7644, B. cereus RSKK 863, S. enteritidis ATCC 13076, E. coli ATCC 35218, E. coli
ATCC 11229, S. aureus ATCC 25923) uygun besi ortamlarinda %?2 oraninda iki kez
aktiflestirildikten sonra kiiltiirler 5000 rpm’de 15 dk santrifiij yapilmistir. Pellet 2 kez
SF (%0,875) ile yikanmis ve 1 mL SF icerisine resiispanse edilmistir. Ardindan hiicre
yogunluklar1t McFarland (bioMerieux) 0,5 gore ayarlanmistir. Bu islemlerle es zamanl
olarak. Lactobacillus spp. izolatlarinin postbiyotik eldesi i¢cin MRS Broth besiyerine
%?2 oraninda inokiilasyonu yapilarak 37°C’de 18-24 saat gelistirilen kiiltiirler, 1
dakikalik araliklarla 5 dakika sonikasyona (hielscher, UP100H Ultrasonicator) maruz
birakilmistir. Bu isleminin ardindan Lactobacillus spp. izolatlarinin 4000 g de 4°C 10
dk santrifiij (Gyrozen, 1848R) yapilarak, siipernatant 0,45 pm disposable filtreden
(ISOLAB, Syringe Filter) gecirilerek postbiyotik elde edilmistir. Yogunlugu ayarlanan
test bakterilerinden (L. monocytogenes ATCC 7644 i¢in TSA ve B. cereus RSKK 863,
S. enteritidis ATCC 13076, E. coli ATCC 35218, E. coli ATCC 11229, S. aureus ATCC
25923 i¢in NA) steril edilerek 50 °C’ye kadar sogutulmus olan agar besiyerlerine %2
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oraninda inokiilasyon yapilarak homojen bir sekilde karismasi saglanarak petrilere
dokiilmiistiir. Besiyelerinin donmasi igin 2 saat bekletilip, donan kat1 besiyerlerinin
tizerine delge¢ yardimiyla kuyular agilmistir. Bu kuyulara hazilanan postbiyotiklerden
200 pL eklenerek 37°C’de 18-24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan kuyunun etrafindaki zonlarin ¢ap1 (mm) kumpas yardimiyla, antimikrobiyal

aktivite inhibisyon zon ¢aplarina gore belirlenmistir.
3.2.6 Lactobacillus spp. izolatlarimin antibiyotik duyarhhiginin belirlenmesi

Probiyotik bakterinin iiremesini ve gelisimini negatif yonde etkilendigi diistiniilen ve
klinik olarak kullanimi yaygin olan antibiyotiklerin duyarliklarinin incelenmesinde
disk difiizyon yontemi kullanilmistir (Katiku vd., 2022). Lactobacillus spp.
izolatlarinin hiicre duvar sentezini inhibe eden ampisilin (10 mcg), protein sentezini
inhibe eden eritromisin (10 pg), gentamisin (10 pg), netilmisin (10 pg) ve
kloramfenikol (30 pg); niikleik asit sentezini inhibe eden ofloksasin (5 pg) ve
sitoplazmik zar sentezini inhibe eden polimiksin (300 U) antibiyotik diskleri
kullanilarak 4 farkli sinifi temsil eden 7 farkli antibiyotik disk (Oxoid) ile antibiyotik
duyarliliklar: test edilmistir. Lactobacillus spp. izolatlarmm 10° kob/mL’lik aktif
kiiltiirlerden (600 nm de 0,6+0,2 optikal yogunlugunda) MRS agar besiyerine 100 uL
aktarilmig ve steril drigalski ile besiyerinde homojenize olarak yayma ekim
yapilmistir. Besikiiltiirli iceren petri lizerine antibiyotik diskleri steril kosullarda
yerlestirilmis ve 37 °C’de anaerobik kosullarda 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan antibiyotik diskin etrafinda goriilen zonlarin ¢apt kumpas ile
milimetrik olarak Olgiilerek izolatlarin antibiyotiklere duyarliliklart arastirilmistir.
Sonuglar CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) kriterlerine gore

degerlendirilmistir.

3.2.7 Lactobacillus spp. izolatlariin eksopolisakkarit (EPS) iiretimlerinin

belirlenmesi
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Lactobacillus spp. izolatlarinin eksopolisakkarit (EPS) tiretimleri, asit ve safraya
toleransinda 6nemli oldugu ayrica probiyotik bakterilerin agregasyon aktivitelerini
etkiledigi i¢in arastirllmistir. Lactobacillus spp. izolatlarin EPS {iretimini KSonzekova
vd. (2016)’nin metoduna gore belirlenmistir. MRS broth besiyerinde aktiflestrilen
suslarin 2. aktif kiiltiirlerinin optik yogunluklari 600 nm 0,600+0,002 ayarlanarak,
MRS broth besiyerinde %2 oranindan asilanmis ve 37°C’de 24 saat boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan suslarin {irettigi EPS’nin
izolasyonu i¢in 1 mL ependorflara alinarak 6rnekler 100°C’de 15 dk kaynatilmis ve
buz iizerinde sogutma islemi yapilmistir. Orneklerin 1silar1 oda sicakligina ulastiktan
sonra 12000 rpm’de 15 dk 4°C’de santrifiij (Gyrozen, 1848R) yapilip ardindan
siipernatant ependorflara aktarilmistir. Protein ve peptitlerin indirgenmesi icin
slipernatantin {lizerine 1,7 pL triklor asetik asit (TCA) (%85) (Merck) eklenerek,
4°C’de 2 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi tamamlanmasinin ardindan
siipernatant ependorfa aktarilip, 1 (6rnek): 3 (alkol) oraninda saf (absolute) alkol ile
karistirilmis, 4°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. EPS’nin ¢okeltilmesi igin 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan &rnekler 12000 rpm’de 30 dk 4°C’de santrifiij (Gyrozen,
1848R) islemi gergeklersmistir. Pellet igerisindeki alkol dokiiliip tekrar 500 pL alkol
eklenmis ve 12000 rpm’de 30 dk 4°C’de santrifiij (Gyrozen, 1848R) islemi tekrarlanip
EPS pelletlerinin yikama islemi gerceklesmistir. Pelletteki alkol dokiilerek 40°C’de
kuruma agamasi1 gerceklesmistir. Kiiltiirlerin iirettigi EPS’yi hesaplamak i¢in elde
edilen EPS 1 mL steril saf su igerisinde ¢oziilerek, iizerine 0,5 mL fenol ve 5 mL
stilfirik asit (Carlo Erba) (H2SO4) eklemesinin ardindan oda sicakliginda 10 dk
inkiibasyona birakilmistir (korv icin EPS yerine 1 mL saf su kullanilmistir).
Inkiibasyonun ardindan kiiltiirker mekanik karistirict (Ika vortex, Geni vs3) yardimiyla
karistirildiktan sonra 30°C’de 15-20 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon tamamlandiktan
sonra Orneklerin yogunlugu spektrofotometrede 490 nm dalga boyunda (Beckman
Coulter, DU 730 UV/VIS) 6l¢iiliip, kiiltiirlerin iretmis oldugu EPS’yi hesaplamak i¢in
5-100 mg/L araliginda degisim gosteren glikoz ¢ozeltisi kullanilarak bir standart elde

edilmistir ve bu standarta gore iiretilen EPS miktar1 mg/L cinsinden belirlenmistir.
3.2.8 Lactobacillus spp. izolatlarinin agregasyon ozelliklerinin tespiti

Lactobacillus spp. izolatlarin agregasyon ozelliklerini belirlemek i¢in otoagregasyon

ve koagregasyon deneylerinde izolatlarinin MRS s1vi besiyerinde 37°C’de 18-24 saat
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boyunca ard arda iki kez aktiflestirilerek aktif kiiltiirler 8400 rpm’ de 10 dk santrifiij
(Gyrozen, 1848R) yapilmistir. Santrifiijden sonra pelet PBS (pH 7,2) ile 2 kez yikama
islemine maruz birakilarak aym1 tamponda yeniden siispanse edilmis ve OD’si
spektrofotometrede (Beckman Coulter, DU 730 UV/VIS) 600 nm de 1.0+0,02’ye
ayarlanmigtir. Test bakterilerinin, Nutrient broth besi ortaminda 37°C’de 24 saat
boyunca inkiibasyonla gelistirilen E. coli ATCC 35218 ve S. aureus ATCC 25923

icinde ayni islemler uygulanmastir.

3.2.8.1 Otoagregasyon

Lactobacillus spp. izolatlarin optikal yogunlugu (OD) 600 nm de 1,0+0,02 olarak
ayarlanmis olan izolatlardan 4 mL ve {i¢ paral olarak tiiplere aktarilip 37°C’de 4 saat
boyunca inkiibasyona (Niive, FN 120) birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan
tisteki fazdan 0,1 mL alinarak, 0,9 mL fosfat tamponu ile diliisyon yapilarak optikal
yogunlugu spektrofotometrede (Beckman Coulter, DU 730 UV/VIS) 600 nm de 6l¢giim
yapilmistir. Es. 3.3’de gosterildigi gibi formiil kullanilarak izolatlarin otoagregasyon

yiizdeleri hesaplanmaistir.

%O0toagregasyon = A, — :—tx x 100 (3.3)
0

Ao: 600 nm de 1,0+£0,02’ye ayarlanan ilk optikal dansite

Ay 5 saat sonraki optikal dansite

3.2.8.2 Koagregasyon

Lactobacillus spp. izolatlarin koagregasyon aktivitesi i¢cin OD’si 600 nm de
1,0+0,02’ye ayarlanan izolatlardan 2 mL ve 2 mL E. coli ATCC 35218 ya da S. aureus
ATCC 25923 test bakterilerinden alinarak farkli tiip iginde 10-15 sn vortekslenip (ika
vortex, Geni vs3) ardindan 37°C’de licer paralelli 4 saat boyunca inkiibasyona
brrakilmistir. Inkﬁbasyon siiresinin ardinda alttaki fazdan 0,1 mL alinarak, 0,9 mL PBS
(pH 7,2) ile diliisyon yapilarak optikal yogunlugu spektrofotometrede (Beckman
Coulter, DU 730 UV/VIS) 600 nm de dl¢iim yapilmistir. Es. 3.4°deki formiile gore

koagregasyon yiizdeleri hesaplanmistir.

2(A3)

%Koagregasyon = [(Al + AZ) - (A1+A2)x

x 100 (3.4)
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Ai: Lactobacillus spp. izolatlarinin optikal dansitesi
Ay E. coli ATCC 11229 ya da S. aureus ATCC 25923’iin optikal dansitesi

Ajz: Karigimin 5 saat sonundaki optikal dansitesi
3.2.9 Hidrofobisite

Lactobacillus spp. izolatlarinin hidrokarbonlara mikrobiyal tutunmasi Zarate vd.
(2002)’ye gore belirlenmistir. Lactobacillus spp. izolatlarinin MRS s1vi besiortaminda,
37°C’de 18-24 saat iki kez aktiflestirilen kiiltiirler kullanilmistir. Aktiflestirilen
kiiltiirler, 10000 rpm’de 15 dk santriiftij (Gyrozen, 1848R) yapilmistir. Santrifiijden
sonraki pelet, iki kez PBS (pH 7,2) ile yikanarak, 0,1 M KNO; (pH 6,2) tamponuna
resiispanse edilmistir. Restispanse edilen bakterilerin OD’si 600 nm de 0,6+0,02’ye
ayarlanmistir. Bakteri stispansiyonundan 2 mL alinarak, 0,5 mL p-ksilen (Merck)
(polar olmayan nétral ¢oziicii), kloroform (Merck) (monopolar asidik ¢oziicii) ve etil
asetat (Merck) (monopolar bazik ¢oziicli) hidrokarbonlar1 ile karistirilmis oda
sicakliginda 10 dk inkiibe edilmistir. Oda sicakliginda 10 dk’lik 6n inkiibasyonun
ardindan olusan iki faz 2 dk manyetik karistiric1 (ika vortex, Geni vs3) ile karistirilip
tekrar oda sicakliginda 4 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan sulu
fazin OD’si spektrofotometrede (Beckman Coulter, DU 730 UV/VIS) (600 nm)
Olcllmiistiir. Lactobacillus spp. izolatlarinin hidrokarbonlara tutunma yiizdesi Es.

3.5’te verilen formiillii ile hesaplanmaistir.

% Hidrofobisite = A; — = x 100 (3.5)
1

Aj: 600 nm de 1,0+0,02’ye ayarlanan ilk optikal dansite

As: 600 nm deki son optik dansite

3.2.10 Hemolitik aktivite

Lactobacillus spp. izolatlarinin hemolitik aktivitesi Kumari vd. (2022)’ye gore
belirlenmistir. Lactobacillus spp. izolatlarinin MRS Broth ortaminda, 37°C’de 18-24
saat boyunca iki kez aktiflestirilen kiiltiirleri kullanilmistir. Kiiltiirlerden %5°1lik

defibrine koyun kanli agar ylizeyine ¢izgi ekim yapilarak 37°C’de 48 saat boyunca
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inkiibe edilmistir. Inkiibasyoun ardindan, kanl agar iizerinde Lactobacillus spp.
izolatlarinin olusturacagi koloni tiplerine gore alfa hemoliz (koloni etrafindaki yesil
bolge), beta hemoliz (koloni etrafindaki beyaz bolge) veya gama hemoliz (kolonilerin

etrafinda net bolge yok) olarak belirlenmistir.

3.2.11 16S rDNA dizi analizi

Lactobacillus spp. izolatlar1 i¢erisinde arastirilan probiyotik 6zellikler (fenol toleransi,
asit-safra direnci, antimikrobiyal aktivite, antibiyotik duyarlilik, EPS iiretimi,
agregasyon ve hidrofobisite) acisindan en iyi aktivite gosteren TO4 susunun 16S gen

analizi hizmet alimi ile yapilmistir (BM Laboratuvar Sistemleri). Analiz agsamalart;

1. TO4 izolatindan DNA izolasyonu i¢in EurX GeneMATRIX Bacterial and Yeast
DNA izolasyon kiti (Polonya) kullanilmastir.

2. DNA miktar ve safligini kontrol etmek i¢in Thermo Scientific Nanodrop 2000
(USA) cihazinda spektrofotometrik 6l¢iim yapilmustir.

3. PCR caligmasinda universal primer olarak 27F — 1492R primerleriyle, tiir

tayini i¢in hedeflenen gen bolgeleri gogaltilmustir.

4. PCR saflastirma asamasinda, elde edilen tek bant Ornekler icin MAGBIO
"HighPrep™ PCR Clean-up System" (AC-60005) saflagtirma kiti kullanilmi ile

saflagtirilmistir.

5. Sanger Dizileme icin ABI 3730XL Sanger dizileme cihaz1 (Applied
Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye Terminator v3.1 Cycle Dizileme Kiti
kullanilmistir (Applied Biosystems, Foster City, CA).

6. 27F ve 1492R primerleriyle elde edilen okumalar, bir konsensus dizi
olusturmak amaciyla kontig haline getirilmistir. Bu islemin gergeklestirilmesinde

BioEdit yazilimi i¢cinde CAP contig assembly algoritmasi kullanilmistir.

3.2.12 istatiksel analiz

Tiim deneylerde ii¢ farkli paralelin ortalamasi verilmistir. Istatistiksel analiz

sonuglarinda SPSS 11.0 WindowsTM programlari ile yapilmistir. Pearson
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korelasyonuna gore, izolatlarin EPS iiretim miktari-farkli pH’lara gosterdigi direng,
EPS iiretim miktari- safra toleransi, EPS iiretim miktari-otoagregasyon ve EPS iiretim

miktari-koagregasyon arasindaki iligki arastirilmastir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Lactobacillus spp. izolatlarinin Fenol Toleransinin Belirlenmesi

Fenol, besinle veya endojen olarak alinan aromatik bilesiklerin bazi probiyotik suslar
tarafindan deaminasyonuyla olusabilecegi ve bakteriyostatik etki gosterebilmesinden
dolay1 probiyotikler i¢in dnemli bir 6zellik olarak bildirilmistir (Pinto vd., 2006).
Divya vd. (2012) yaptiklar1 ¢alismada fenol konsantrasyonu %0,6° ya kadar fenolle
tolerans1 rapor edilmis ancak %0,4 fenol konsantrasyonudan sonra artan fenol
konsantrasyonuyla bakteri canliligi giderek azaldigi bildirilmistir. Bu nedenle
calismamizin ilk basamaginda 11 adet Lactobacillus spp. izolatlarinin %0,4 oraninda
fenol iceren ortamda hayatta kalma yiizdeleri arastirilmistir (Sekil 4.1). izolatlarin
%0,4 fenollii ortamda 24 saat sonunda iiremeleri incelendiginde en yiiksek canlilik
oranini TO4 izolat1 (%25,21) gosterirken, MM1 (%22,86), 004 (%18,16), 003
(%5,92) ve OO1 (1,84) izolatlarindan %0,4 fenollii ortamda canli kalabildikleri
belirlenmistir (Cizelge 4.1). 002, TO1, TO2, TO3, MM3 ve 16 izolatlarinin ise %0,4
fenole duyarli olduklari belirlenmistir.  Jena vd. (2013) yaptiklar1 ¢aligmada
Lactobacillus acidophilus NCDC15, CS2, CS3, CS4 ve CS7 suslart 9%0,4 fenollii
ortamda canliliklarini arastirilmis ve suslarin sirasiyla %15,43, %3,70, %10,60,
%10,60 ile %10,40 oranlarinda canli kalabildiklerini bildirmislerdir. Gupta vd. (2021)
yaptiklari ¢alismada 10 LAB izolatlarinin %0,4 fenol varliginda canliliklari arastilmis
ve CPN53 (% 19,09), CPN54 (% 21,11), CPN60 (% 18,02) ve CPN67 (% 20,21)
izolatlar1, diger izolatlardan ve referans suslari olan L johnsonii (10,20) ve L.
acidophilus (15,17) probiyotik suslardan daha yiiksek canlilik gosterdikdikleri
bildirilmigtir. Calismamizda ve calismalarda elde edilen verilere bakildiginda
izolatlarin yiiksek fenol konsantrasyonuna (%0,4) tolere etme kabiliyetine sahip
olduklar1 ve fenol icerikli bilesiklerin bagirsaktaki bakteriyostatik etkisine direng

gosterebildiklerini diigtintilmektedir.
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izelge 4. 1 .Lactobacillus spp. izolatlarinin %0.,4 fenol toleransi.
Cizelg pp ,

%0,4 Fenol Kontrol
Izolatlar 0. saat 24. saat % Canhhk 0. saat 24. saat % Canhhk

16 7,24 4,00 - 7,30 9,50 30,14
MM, 7,00 5,40 22,86 7,30 10,43 42,90
MM3; 7,02 5,30 - 6,64 8,40 26,51
00, 6,90 7,03 1,84 7,02 9,93 41,45
00, 6,70 5,00 - 7,00 10,10 44,30
003 6,42 6,30 5,92 6,61 10,01 51,44
004 8,04 9,50 18,16 8,20 10,74 31,00
TO; 7,20 6,21 - 7,10 10,23 44,10
TO2 7,12 6,00 - 7,20 10,44 45,00
TO; 7,40 6,00 - 7,32 9,50 29,80
TO4 7,02 8,79 25,21 7,17 10,07 40,45
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Sekil 4.1. Lactobacillus spp. izolatlariin %0,40 fenol toleransi.

26

TO4



4.2 Lactobacillus spp. Izolatlarimn Farklh pH Degerlerine Toleransinin

Belirlenmesi

Probiyotiklerin; probiyotik olarak degerlendirilmesi i¢in gereken 6zelliklerden biri de
sindirim sirasinda asit toleransidir. Gastroinetsinal sistemde mide diisiik pH’ ya
sahiptir. Dolayisiyla probiyotiklerin aside karsi toleransli olmalart 6nemlidir. Midede
salgilanan HCI’in pH’s1 0,9 olmasina ragmen mideye giren bilesiklerle pH degeri

yaklasik pH 3’e kadar ¢iktig1 bilinmektedir (Erkkild ve Petdjd, 2000).

Bu tez calismasinda inek kolostrumundan izole edilen 11 Lactobacillus spp.
izolatlarinin bes farkli zaman diliminde (0, 1, 2, 3 ve 4 saat) ve pH 2.0, 3.0, 4.0 ve 7.0
ortamlarinda asit toleransi arastirildi. Sonuglar kob/ml olarak degerlendirildi (Sekil

42-4.4),

Lactobacillus spp. izolatlarinin pH 2.0’ ye duyarli olduklar1 belirlenmis 0. saatteki
canlilik sonuglart Log kob/mL olarak Cizelge 4.2 sunulmustur. pH 3’te 4 saat
inkiibasyon sonunda TO1, TO3ve TO4 izolatlarinin iiremelerinde artis gozlemlenirken
004 izolatinin {iremesi stabil oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.2.). pH 4’te, 16, MM1
OOlve OO3 izolatlarinda iiremeleri zamana bagli azalma goriiliirtken, MM3, OO2,
004, TO1, TO2, TO3 ve TO4 i1zolatlarin tiremelerinde artis tespit edilmistir (Sekil
4.3.). pH 7 (kontrol) izolatlarda zamana baglh artis gozlemlenmistir (Sekil 4.4.).
Sonuglar1 genel olarak degerlendirdigimizde MM3 (4,03 Log kob/mL) ve OO2 (4,09
Log kob/mL) izolatlarinda dort saatlik inkiibasyon siiresi sonunda pH 3’te
canliliklarinda azalma tespit edilirken bu izolatlarin pH 4°te kontrole (pH 7) yakin
ireme gosterdikleri belirlenmistir. Lactobacillus spp. 004, TO1, TO3 ve TO4
izolatlar1 pH 3 ve pH 4 kosullarinda diger izolatlara oranla daha fazla canliliklik
gostererek bu ¢alismada asite toleransli izolatlar olarak belirlenmistir. [zolatlarin asite
toleransi tizerinde EPS iiretimin etkisin olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle pH3
ve 4 ortamlarindaki canliliklar1 ile EPS iiretimi arasindaki iligki istatiksel olarak
degerlendirilmistir. Izolatlarin pH3 ile EPS iiretimi arasinda korelasyon gériilmezken
(P>0,05), pH 4 ortamindaki canliliklar1 ile EPS {iretimi arasinda pozitif yonde giicli
(r=0,798) korelasyon tespit edilmistir (P<0,01). Yiiksek EPS iiretimi gdsteren TO3 ve

TO4 izolatlarinin pH 4 asidik ortamda canliligininda yiiksek oldugu gézlemlenmistir.
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Khalil vd. (2018), tempoyak’tan izole edilen 7 farkli Lactobacillus spp. izolatlarinin
pH3 ile EPS iiretimi arasinda korelasyon goriilmezken yiiksek EPS {iiretimi gosteren
L. reuteri DUR12 (810 mg/L) pH4 asidik ortamda canlilifininda yiiksek oldugu
gozlemlenmistir. Diisiik EPS iireten suslar; B. breve A16, A19, A26, S5, S6, S8, S10,
S11, B. bifidum A6, A10, A10S, A12, S7, D6 ve B. lactis A12S, A28S suslar1 diisiik
pH’ya daha duyarli, yliksek EPS iireten B. breve A16S, A19S, A28, S2, S3, S4, B.
bifidum A2, A40, D1, D2, D8 ve B. pseudocatenulatum D3, D4, D5 suslar ise diisiik
pH’ya daha direngli oldugu belirlenmistir (Alp ve Aslim,2010). Yapilan ¢alismada ve
literatiir aragirmalarinda goriildiigi gibi EPS {iretimi ile asit pH toleransi arasinda
pozitif bir korelasyon goriilmiistiir. EPS’nin diisiik pH’ya karsi koruyucu etkisinin
oldugu tespit edilmistir.

Deneylerdeki verilere gore, EPS iiretim miktar1 ile asit direnci ve safra toleransi
arasinda pozitif bir iligki oldugu tespit edilmistir. Veriler arasindaki iligki istatistiksel
olarak degerlendirildiginde, izolatlarin diisiik pH ve safra toleransi ile EPS iiretim

miktarinin kapasiteleri arasinda pozitif bir korelasyon oldugu saptanmistir (P<0.05).

Potansiyel probiyotiklerin, probiyotik olarak degerlendirilmesi i¢in en Onemli
0zeliklerinden biri mide pH’ da canliliklarini stirdiirmeleri gerekmektedir. Sharma vd.
(2021) yaptiklart calismada deve siitiinden izole edilen E. lactis Cam 14 ve L.
plantarum Cam 15 suslarinin pH 3’te 3. saat sonunda canliliklarini siirdiirebildiklerini
bildirmiglerdir. Yapilan tez calismasinda MM3 ve OO2 izolatlar1 disinda tiim
izolatlarin dort saatlik inkiibasyon siiresi sonunda pH 3’te yiiksek oranda canli
kalabildikleri tespit edilmistir. Liu vd. (2020) insan kolostrumundan izole edilen L.
rhamnosus (%93,2) ve B. lactis (%90,6) suslarinin pH 2.5’ da yiiksek oranda canlilik
gosterdiklerini bildirmislerdir. Zhang vd. (2022), holstein inek siitiinden izole edilen
14 izolatin 3 saat sonunda pH 3’te en yiiksek canlilik gdsteren sus L22 (9,60+0,06 kob/
mL) en diisiik canlilik ise L1 (7,2340,10 kob/ mL) susunda goriildiigii rapor edilmistir.
Mollova vd. (2024), insan kolostrumundan izole edilen L. fermentum st5'in, pH 3,0’te
5,37 Log kob/mL ve Limosilactobacillus fermentum st22 ise pH 3,0’te 8,57 Log
kob/mL'lik hayatta kalma yetenegi gosterdigi rapor edilmistir. Bu alandaki
arastirmalar, bakterilerin asit toleransinin tiirlerinin yani sira, belirli suslarin

ozelliklerine bagl oldugunu ortaya koymaktadir.
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Cizelge 4. 2. Lactobacillus spp. izolatlarimin farkli pH degerlerine toleransi (Log

kob/mL).
Inkiibasyon siireleri

izolatlar pH 0. saat 1. saat 2. saat 3. saat 4. saat
i6 2 7,10+0,20 - - - -

3 7,24+0,30 7,50+0,06 7,14+0,14 7,11+0,07 7,07+0,02

4 7,24+0,30 7,21+0,30 7,20+0,00 7,12+0,07 7,17+£0,20

7 8,25+0,10 8,50+0,20 8,70+0,04 9,20+0,20 9,60+0,06
MM1 2 7,23+0 - - - -

3 7,44+0,13 7,10+£0,02 6,94+0,20 7,000 7,10+0,10

4 7,34+0,02 7,22+0 7,22+0,14 7,23+£0,10 7,03+£0,04

7 7,14+0,10 7,43+0,10 7,50+0,10 8,30+0,11 8,90+0,02
MM3 2 5,20+0,18 - - - -

3 6,75+0,10 6,40+0,14 5,70+0,30 5,50 +0,50 4,03£0,12

4 6,20+0,14 6,30+0,50 6,80+0,22 6,70+0,10 6,70+0,20

7 7,16£0,07 7,23+£0,19 7,32+0,09 7,50+0,06 7,83+0,13
001 2 4,30+0,01 - - - -

3 7,18+0,06 7,14+0,07 7,03+0,12 6,90+0,2 6,94+0,09

4 7,3+007 7,04+0,20 7,10+0,02 7,20+0,20 7,20+£0,14

7 7,01+0,03 7,100 7,21£0,10 7,50+0,07 7,94+0,22
002 2 3,63+0,30 - - - -

3 7,12+0,03 6,80+0,20 6,00+0,45 6,22+0,15 4,90+0,10

4 7,10+£0,01 7,41+0,05 7,31£0,03 7,35+0,09 7,45+0,03

7 6,82+0,11 7,10+£0,04 7,22+0,04 8,40+0,40 8,80+0,30
003 2 6,40+0,03 - - - -

3 7,20+0,05 7,14+0,10 7,03£0,12 6,90+0,21 6,90+0,10

4 7,30+0,10 7,05+0,20 7,07+0,02 7,20+0,20 7,20+0,20

7 6,73+0,14 7,30+0,06 7,30+0,04 7,60=0,03 7,90+0,10
004 2 4,71£0,32 + + + +

3 7,40+0,24 7,32+0,07 7,31+0,07 7,40+0,20 7,40+0,10

4 7,34+0,01 7,43+£0,07 7,40+0,04 7,50+0,10 7,60+0,05

7 7,50+0,10 7,40+0,16 7,70+0,07 8,40+0,00 9,01+£0,04
TO1 2 6,71+0,03 - - - -

3 7,42+0,0 7,30+£0,07 7,20+0,08 7,50+0,02 7,52+0,0

4 7,31+0,10 7,30+0,10 7,25+0,10 7,37+0,05 7,40+0,08

7 7,04+0 7,20+0,2 7,30+0,4 7,74+0,1 8,30+0,02
TO2 2 6,60+0,12 - - - -

3 7,12+0,03 7,00+0,20 7,11+£0,03 7,23+£0,22 7,00+0,13

4 6,80+0,21 6,93+0,11 6,90+0,06 7,2+0,10 7,40+0,03

7 7,00+0,20 7,00+,10 7,50+0,10 8,30+0,10 8,70+0,02
TO3 2 6,91+0,22 - - - -

3 7,30+0,17 7,03+£0,05 7,31+£0,00 7,44+0,00 7,51£0,05

4 7,60-+0,03 7,63,02 7,71£0,10 7,81+0,07 7,90+0,05

7 7,30+0,10 7,11+0,04 7,50+0,20 8,60+0 9,00+0,10
TO4 2 6,44+0,02 - - - -

3 7,1240,04 7,0420,10 7,05+0,01 7,05+0,04 7,40+0,01

4 7,40+0,03 7,200,01 7,30+0,05 7,50+0,10 7,80+0,22

7 7,062:0,04 7,13£0,09 7,22+0,10 7,40£0,06 8,10£0,13
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Sekil 4. 1. Lactobacillus spp. izolatlariin pH3’ de farkl inkiibasyon siirelerindeki canliliklari.
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Sekil 4. 2. Lactobacillus spp. izolatlariin pH4’ de farkli inkiibasyon siirelerindeki canliliklari.
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4.3 Lactobacillus spp. lizolatlarmmn Farkh Safra Konsantrasyonlarina

Toleransinin Belirlenmesi

Safra asitlerine kars1 tolerans, probiyotik bakterilerin bagirsakta hayatta kalabilmeleri
icin gerekli bir ozelliktir (Vasiljevic ve Shah, 2008). Safra, ince bagirsaktan kalin
bagirsaga gecerken bakterilerin hiicre membranina zarar veren ve mikrobiyal
aktiviteyle degisen organik ve inorganik bilesiklerden olusan bir sividir. Probiyotik
bakterilerin safraya karsi diren¢ gostermeleri, safra asitlerinin antimikrobiyal
etkisinden korunarak yararli etkilerini gostermek iizere bagirsaga ulasmalarin
saglamaktadir (Succi vd., 2005). Probyotik bakterilerin safra toleransini belirlemek

icin %0,3'luk safra dozu kullanilmaktadir (Erkkild ve Petdjd, 2000).

Bu tez ¢alismasinda da %0,0 (kontrol), %0,3 ve %0,5 safra konsantrasyonu iceren
ortamda 0, 3 ve 6. saat inkiibasyon sonunda Lactobacillus spp. izolatlariin safra
toleranslart arastirllmig sonuglar Cizelge 4.3 ile Sekil 4.5. ve 4.6.’da Log kob/mL

olarak verilmistir.

Lactobacillus spp. izolatlarinin genel olarak safraya toleransinin yiiksek oldugu
belirlenirken; %0,3 safra ortamindaki canliliklarinin, %0,5 safra iceren ortama gore
daha yiiksek oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.3). TO2 (8,90 Log kob/mL), TO3 (9,74
Log kob/mL) ve TO4 (8,90 Log kob/mL) izolatlarinin %0,3 safraya diger izolatlarla
kiyaslandiginda toleransinin daha yiiksek oldugu ve safra iceren ortamlarda kontrol
gruplarina oranla iiremelerinde artis oldugu belirlenmistir. Safra toleransi arastirilan
11 izolat arasinda MM3 ve OO2 izolatlarinin %0,3 safraya toleransinin daha diisiik
oldugu gozlemlenmistir. Lactobacillus spp. izolatlarmin %0,5 oraninda safra iceren
ortamda gelistirildiklerinde canliklarinda azalma goriiliirken, izolatlarin canliginda en
yuksek artis TO3 izolatinda tespit edilmistir. MM3 ve OO2 izolatlarinin %0,3 ve 0,5
safraya duyarli olduklari, TO2, TO3 ve TO4 izolatlaininda da her iki safraya

toleransinin yiiksek oldugu gézlemlenmistir (Sekil 4.5 ve 4.6).

Probiyotiklerin ince bagirsaga ulastiginda karacigerden sentezlenen safraya tolerans
gostererek canliliklarim korumalar1 gerekmektedir. Insan kolostrumdan izole edilen L.
rhamnosus GG (%52) ve L. rhamnosus M9 (%42,8) suslarinin %0,3 safra igeren
ortamlarda iiremelerinde artig oldugu rapor edilmistir (Liu vd., 2020). Ayrica ayni

calismada B. lactis (%36,1) suslarininda liremelerinde artis oldugu gozlemlenmistir.
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Duraisamy vd. (2022), insan anne siitiinden izole edilen BDUMBTI10 (%75),
BDUMBTO0S8 (%71), BDUMBTO09 (%71), BDUMBTI11 (%71), BDUMBTI12 (%67),
BDUMBT13 (%68), M2403 (%67) suslarin %0,5 safra igeren ortamdaki canliliklarini
%67-75 oraninda koruduklarint bildirilmistir. Elde edilen sonuglarin, yapilan
calismalara benzerlik gosterdigi ve suslarin safraya toleransinin yiiksek oldugu ve

safra ortaminda iireme oranlarinin arttig1 gézlenmistir.

Suslarinin  safraya toleranst iizerinde EPS iretimin etkisinin olabilecegi
distiniilmektedir. Bu nedenle %0,3 ve %0,5 safra ortamlarindaki canliliklar1 ile EPS
{iretimi arasindaki iliski istatiksel olarak degerlendirilmistir. Izolatlarin %0,3 safra
ortamindaki canliliklar1 ile EPS fretimleri arasinda korelasyon bulunamamistir
(P>0,05). Lactobacillus spp. izolatlarinin %0,5 safra iceren ortamdaki canliliklar ile
EPS diretimleri arasinda pozitif yonde orta diizeyde (r=0643) bir korelasyon
gbzlemlenmistir (P<0,05). EPS iiretimi yiiksek olan TO3 ve TO4 izolatlarinin safra
ortamindaki canliliklarininda yiiksek oldugu belirlenmistir. Abid vd. (2018), farkh
yiyecek ve igegeklerden elde edilen 4 susunun % 0,3 safra ile EPS arasinda anlamsal
bir korelasyon bulunamadigi ancak EPS iiretimi yiiksek olan Leuconostoc
mesenteroides TSM (1.8 106 Da) susu % 0,3 safraya ortamindaki canliliginin yiiksek
(%71,15) oldugu rapor edilmistir. Kamarinou vd. (2022) ise siit iirlinlerinden izole
edilen 9 susunun %0,5 safra i¢eren ortamdaki canliliklar1 ile EPS iiretimleri arasinda
pozitif. bir korelasyon belirlenmistir. %0,5 safra ortamindaki canliliklarn yiiksek L.
lactis SRXS (%97), L. lactis SMX16 (%95), L. lactis SRX3 (%93), L. lactis SRX2
(%91) suslarin EPS firetimleride diger suslara gore yiiksek oldugu belirtilmistir. Bu
calismada ve yapilan ¢aligmalardan elde edilen bilgilere gore EPS iiretimi ytiksek olan
suslarin safraya daha toleransli oldugu goriilmektedir. Ayrica EPS’nin safraya karsi

koruyucu etkisinin oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4. 3. Lactobacillus spp. izolatlarmin farkli safra konsantrasyonlarina toleransi (Log kob/mL)

izolatlar Safra Konsatrasyon inkiibasyon siireleri
Kontrol
0.saat 3.saat 6.saat

i6 0,3 7,20+0,01 8,14+0,09 8,40+0,02 9,60+0,06
0,5 7,20+0,02 7,80+0,13 7,2040,08

MM1 0,3 7,21+0,03 7,70+0,14 8,70+0,15 8,90+0,02
0,5 7,13+0,03 7,52+0,06 8,53+0,10

MM3 0,3 6,78+0,20 6,89+0,05 7,18+0,12 7,83+0,13
0,5 6,67+0,05 6,73+0,08 6,73+0,14

001 0,3 6,80+0,05 7,04+0,16 7,42+0,05 7,94+0,22
0,5 6,60+0,16 6,90+0,01 7,16+0,03

002 0,3 6,73+0,03 6,88+0,20 7.12+0,14 8,80+0,30
0,5 6,62+0,11 6,71+0,09 6,83+0,07

003 0,3 7,13+0,15 7,81+0,01 7,96+0,02 7,90+0,10
0,5 7,00+0,10 7,00+0,04 7,14+0,03

004 0,3 7,16+0,05 7,90+0,00 8,57+0,04 9,01+0,04
0,5 7,20+0,10 7,34+0,11 8,21+0,01

TO1 0,3 7,00+0,15 8,01+0,01 8,06+0,02 8,30+0,02
0,5 7,00+0,10 7,00+0,04 7,14+0,03

TO2 0,3 7,14+0,04 7,92+0,03 8,90+0,01 8,70+0,02
0,5 6,90+0,06 7,70+0,01 7,05+0,05

TO3 0,3 7,41£0,20 8,31,05 9,74+0,10 9,00+0,10
0,5 7,44+0,02 8,31+0,11 9,80+0,08

TO4 0,3 7,14+0,04 7,92+0,03 8,90+0,01 8,10+0,13
0,5 7,20+0,06 7,60+0,01 8,10+0,05
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Sekil 4. 4. Lactobacillus spp. izolatlarinin %0,3 safra konsantrasyonunda izolatlarin canliliklar1 (Log kob/mL).
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4.4 Lactobacillus spp. izolatlarinin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi

Probiyotik mikroorganizmalarin gastrointestinal sistemden gecerek bagirsaga
ulastiginda H>O», bakteriyosin, gibi patojen bakterileri inhibe edecek antimikrobiyal
metabolitler {ireterek rekabet edebilmesi ve patojenlerin bagirsak florasina
yapigmasini engelleyebilmesi probiyotikler icin istenilen bir 6zelliktir (Khaneghah

vd., 2020).

Lactobacillus spp. izolatlarinin test bakterilerine karsi antimikrobiyal aktivitesini
belirlemek i¢in bakteri kiiltiirii tizerinde farkli kosullar (n6tr pH, bakteri pH’s1, aerobik
ve anaerobik inkiibasyon), ve farkli metodlar (100 °C 30 dk istya maruz birakilarak,
sonikasyonla hiicre i¢i posbiyotik eldesi) denenerek en iyi antimikrobiyal etki gosteren
kosul ve yontem belirlenmistir. Yapilan calismalar sonucunda aerobik olarak
gelistirilen kiiltlirlerin, son kiiltiir pH’s1 ve kiiltiiriin sonikasyona maruz birakilmasi
sonucu elde edilen postbiyotiklerin test bakterileri tizerindeki antimikrobiyal aktivitesi

arastirilmistir.

Lactobacillus spp. izolatlarinin E. coli ATCC 35218, E. coli ATCC 11229 S. enteritidis
ATCC 13076, S. aureus ATCC 25923, B. cereus RSKK 863 ve L. monocytogenes
ATCC 7644 test bakterilerine kars1 antimikrobiyal etkileri arastirilmis ve sonuglar

Cizelge 4.4 sunulmustur.

Caligmamizda kullanilan 11 adet Lactobacillus spp. izolatlarinin kiiltiir siipernatantlar
(postbiyotiklerin) E. coli ATCC 11229 ve E. coli ATCC 35218 test bakterilerine
antimikrobiyal etkisinin oldugu, L. monocytogenes ATCC 7644’ e karsi ise etkisinin
olmadig1 belirlenmistir. Lactobacillus spp. OO1 ve TO4 izolatlariin E. coli ATCC
35218 susna kars1 gosterdigi inhibisyon etkisi Sekil 4.7. (A) ve (B)’de gosterilmistir.
Izolatlarin % 82’si S. enteritidis ATCC 13076 susuna kars1 inhibisyon etkisinin oldugu
gbzlemlenirken, bu etki en yiiksek, 11,41 mm inhibisyon zon c¢ap1 ile Lactobacillus

spp. MM3 izolatinda belirlenmistir (Sekil 4.8.C).

Lactobacillus spp. izolatlarinin S. aureus ATCC 25923 susuna kars1 % 64’1 inhibisyon
etkisi gosterirken, inhibisyon etkisi en yliksek 20,14 mm inhibisyon zon c¢api ile
Lactobacillus spp. TO2 izolatinda tespit edilmistir. Lactobacillus spp. 16, 004, TO1
ve TO2 kiiltiirlerinde S. aureus ATCC 25923 test bakterisine yiiksek inhibisyon
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gostermistir. Lactobacillus spp. TO2 izolatinin S. aureus ATCC 25923 susu ilizerinde
gosterdigi inhibisyon etkisi Sekil 4.7. (D)’de gosterilmistir.

Suslarin % 73’1 Bacillus cereus RSKK 863 susuna kars1 inhibisyon etkisi gosterirken,
en yiiksek inhibisyon etkisi 19,15 mm inhibisyon zon capi ile Lactobacillus spp. 16
izolatinda tespit edilmistir. Lactobacillus spp. MM3 izolatinin B. cereus RSKK 863

susu iizerine gosterdigi inhibisyon etkisi Sekil 4.7. (E) ‘de verilmistir.

Lactobacillus spp. 16, MM1, MM3, 001, 004, TO1 ve TO2 izolatlarinin L.
monocytogenes ATCC 7644 haricinde tiim test bakterilerine antimikrobiyal etki
gostermistir. Lactobacillus spp. TO4 ve O03 izolatlar1 ise gram negatif E. coli ATCC
11229, E. coli ATCC 35218 ve S. enteritidis ATCC 13076 test bakterilerine
antimikrobiyal etki gosterirken, gram pozitif patojenler lizerinde ise etkisinin olmadigi
gbzlenmistir. Chen vd. (2020) tarafindan yapilan c¢aligmada, koyun siitiinden izole
edilen HSM1, HSM10, HSM14 ve HSM18 laktik asit bakteri suslarinin S. aureus, E.
coli, Aeromonas caviae ve L. monocytogenes gida kaynakl patojenlerine kars1 yliksek
inhibisyon etki gosterdigi bildirilmistir. Kumari vd. (2022) yaptiklar1 ¢calismada; L.
rhamnosus NCDC953 ve L. reuteri NCDC958 suslarmin hiicresiz  kiiltiir
siipernatantlarinin (CFS), E. coli NCDC 135 ve B. cereus NCDC 240 'a kars1 yiiksek
antimikrobiyal etki gosterdigini (=15mm), E. faecalis NCDC 115, S. aureus NCDC
100 ve S. #yphi (11-14 mm)’e kars1 ise orta diizeyde antimikrobiyal etki gosterdigini
belirlemistir. Aym1 c¢alismada L. rhamnosus NCDC953 ve L. reuteri NCDC958
suslarinin, Rhodotorula glutinis kars1 zayif (<7 mm), Aspergillus niger ve Penicillum
camemberti kiiflerine karsi ise antimikrobiyal etki gostermedigi tespit edilmistir.
Yapilan tez ¢alismasinda Lactobacillus spp. izolatlarin gram negatif patojen

bakteriler lizerinde antimikrobiyal etkisinin daha fazla oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4. 6. Lactobacillus spp. izolatlarinin antimikrobiyal aktiviteleri.

(A): Lactobacillus spp. OO1 izolatlarinin E. coli ATCC 35218 susu
tizerine gosterdigi inhibisyon zonu

(B): Lactobacillus spp. TO4 izolatlarinin E. coli ATCC 35218 susu
tizerine gosterdigi inhibisyon zonu

(O): Lactobacillus spp. MM3 izolatlarinin S. enteritidis ATCC 13076
susu lizerine gosterdigi inhibisyon zonu

(D): Lactobacillus spp. TO2 izolatlarinin S. aureus ATCC 25923 susu
lizerine gosterdigi inhibisyon zonu

(E): Lactobacillus spp. 16 izolatlarmin B. cereus RSKK 863 susu
tizerine gosterdigi inhibisyon zonu
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Cizelge 4. 4. Lactobacillus spp. izolatlariin bagirsak patojenleri ve gida
kontaminantlari lizerine antimikrobiyal aktivite sonuglar1 (zon ¢api,

mm).
izolatlar E. coli E. coli ATCC S. enteritidis S. aureus Bacillus L.
ATCC 35218 ATCC 13076 | ATCC 25923 cereus monocytogenes
11229 RSKK 863 ATCC 7644
i6 12,81+0,10 14,82+1,35 6,65+0,21 18,47+0,18 19,15+0,13 -
MM1 9,59+0,04 9,01+1,96 10,77+0,01 7,51+0,07 14,2240,31 -
MM3 11,65+0,18 8,49+1,94 11,41+0,21 13,58+0,28 17,3740,13 -
001 17,07+0,13 13,31+1,56 10,07+0,07 14,39+0,47 12,76+0,34 -
002 5,32+0,08 10,36+1,82 - - - -
003 5,12+0,17 5,29+1,68 3,07+0,07 - - -
004 13,45+0,30 10,11+1,19 4,95+0,07 16,58+0,28 10,2+0,11 -
TO1 12,36+0,03 12,63+1,96 8,87+0,11 19,7140,21 10,7340,13 -
TO2 11,15+0,24 11,19+0,38 9,59+0,13 20,14+0,06 6,35+0,01 -
TO3 5,97+0,21 8,09+1,20 - - 11,40+0,11 -
TO4 17,26+0,06 11,46+1,29 6,93+0,13 - - -

4.5 Lactobacillus spp. izolatlarinin Antibiyotik Duyarhliginin Belirlenmesi

Antibiyotiklere karsi duyarlilik, probiyotiklerin giivenligini ve etkinligini
degerlendirmek i¢in kritik bir parametredir (Pradhan vd., 2020). Bu ¢alisma inek agiz
stitiinden izole edilen 11 adet Lactobacillus spp. izolatnin hiicre duvar sentezini inhibe
eden ampisilin (10 mcg), protein sentezini inhibe eden; eritromisin (10 pg), gentamisin
(10 pg), netilmisin (10 pg) ve kloramfenikol (30 pg) niikleik asit sentezini inhibe eden;
ofloksasin (5 pg), sitoplazmik zar sentezini inhibe eden polimiksin (300 U) olmak
tizere 4 farkli sinifi temsil eden 7 farkli antibiyotige duyarliliklari aragtirilmistir
(Cizelge 4.6). CLSI standardina (Cizelge 4.5) gore degerlendirilmistir. Lactobacillus
spp. izolatlarinin antibiyotiklere gostermis olduklar1 yiizde duyarlilik oranlar1 Cizelge

4.7 ve Sekil 4.9°de verilmistir.

Lactobacillus spp. izolatlarinin ampisilin antibiyotgine %100 oraninda yiiksek
duyarlilik gosterdikleri tespit edilmistir. Protein sentezini inhibe eden eritromisin
(%82) ve kloromfenikol (%91) antibiyotikleri izolatlarin yiliksek duyarlilik
gosterdikleri antibiyotikler olarak tespit edilmistir (Sekil 4.9).

41



Lactobacillus spp. O0O3 ve 004 izolatlarinin antibiyotiklere direngli oldugu genel
olarak goriilmiistir (Cizelge 4.6). Antibiyotiklere duyarlilik orani en yiiksek olan
Lactobacillus spp. MM1 izolatinin antibiyotiklere duyarlilik test sonucu Sekil 4.8’de
verilmistir. Arastirmalar sonucunda Lactobacillus spp. izolatlarinin protein sentezini
inhibe eden eritromisin (%9), ve kloramfenikol (%9) antibiyotiklerine kars1 diisiik
seviyede direngli olduklar1 tespit edilmistir. En yiiksek direnglilik niikleik asit sentezini
inhibe eden ofloksasin (%100) ve sitoplazmik zar sentezini inhibe eden polimiksin
(%100) antibiyotiklerine kars1 tespit edilmistir. Lactobacillus spp. izolatlarinin protein
sentezini inhibe eden gentamisin (%91) ve netilmisin (%82) antibiyotiklerine de
direncli oldugu goriilmiistiir. Lactobacillus spp. TO1, TO2, TO3 ve TO4 izolatlarinin
ampisilin, eritromisin ve kloramfenikol antibiyotiklerine duyarli, gentamisin,
netilmisin, polimiksin ve ofloksasin antibiyotiklerine ise direngli olduklar
belirlenmistir. Insan anne siitiinden izole edilen laktik asit bakterilerinin tiim izolatlari
gentamisin (10 pg), antibiyotigine direncli oldugu bildirilmistir (Javed vd., 2022).
Kumari vd. (2022) klinikte yaygin olarak kullanilan 19 antibiyotigin L. rhamnosus
NCDC953 ve L. reuteri NCDC958 suslarinin antibiyotik duyarlilik 6zelliklerinin
belirlenmesin i¢in yaptiklart ¢alismada ise L. rhamnosus NCDC953 susunun 14
antibiyotige duyarli, Amikacin (30 pg) ve Tobramycin (10 pg) antibiyotiklerine orta
derece duyarli, sefadroksil (30 pg), nalidiksik asit (10 pg) ve ko-trimoksazol (25 pg)
antibiyotiklerine kars1 direngli olduklarini bildirilmistir. Bu arastirnmacilar L. reuteri
NCDC958 susunun 16 antibiyotige duyarli, Ciprofloxacin (5 pg) antibiyotigine orta
derece duyarli, ko-trimoksazol (25 pg) ve nalidiksik asit (10 pg) antibiyotiklerine karsi
direncli oldugunu belirlemislerdir. Yapilan tez c¢alismasinda Lactobacillus spp.
izolatlarinin antibiyotiklere karsi belirlenen yiiksek direnglilik gida sektoriinde
kullanim olasiliklarii saglamaktadir. Kemoteropatik ajanlarin oldugu ortamlarda bu
bakteri tiirleri kolaylikla elimine olmazlar. Ancak bu tiir bakterilerin gram negatif
bakterilere kars1 gosterdikleri antimikrobiyal aktivitenin yiliksek olmasi bu bakterilerin

probiyotik olarak kullanimlarin1 desteklemektedir.
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Cizelge 4. 5. CLSI kriterlerine gore antibiyotik duyarliliklarinin degerlendirilmesi.

No Etki Mekanizmasi Antibiyotik Direncli Orta Duyarh
derece
duyarh
1 Hiicre duvari sentezi inhibitorii Ampisilin (AMP) 10ug <11 12-13 >14
2 Protein sentezi inhibitorii Eritromisin (E) 10pg <15 16-20 >21
3 Protein sentezi inhibitorii Gentamisin (CN) 10pg <12 13-14 >15
4 Protein sentezi inhibitorii Netilmisin (N) 10 pg <12 13-14 >15
5 Protein sentezi inhibitorii Kloramfenikol (C) 30pg <12 13-17 >18
6 Sitoplazmik zar sentezi inhibitérii | Polimiksin (PB) 300 U <8 9-11 >12
7 Niikleik asit sentezi inhibitorii Ofloksasin (OFX) 5 pg <14 15-21 >22
Cizelge 4. 6. Inek agiz siitiinden izole edilen Lactobacillus spp. izolatlarmnin
antibiyotiklere gosterdigi duyarlilik test sonuglari.
Antibiyotikler
izolatla | Ampisili | Eritromisi | Gentamisi | Netilmisi | Kloramfeniko | Polimiksi | Ofloksasi
r n n n n 1 n n
i6 ++ + - _ T - -
MM1 ++ ++ ++ ++ ++ - ++
MM3 ++ + - N o ) .
001 ++ ++ - + i . _
002 ++ ++ E - 4+ N N
003 ++ - - - ++ - -
004 ++ ++ - - - - -
TOl1 + + - - - ) .
TO2 ++ ++ - - 4+ N N
TO3 ++ ++ - - 4+ N N
TO4 ++ ++ - - ++ - -
+ + : Duyarls, + : Orta Derece Duyarly, - : Direngli
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Cizelge 4. 7. Lactobacillus spp. izolatlarinin antibiyotiklere gosterdigi % duyarlilik

oranlart.
Antibiyotik Direncli Orta Derece Duyarh (++)
-) Duyarh (+)
Ampisilin (AMP) 10pg 0 0 100
Eritromisin (E) 10ug 9 9 82
Gentamisin (CN) 10pg 91 0 9
Netilmisin (N) 10 pg 82 9 9
Kloramfenikol (C) 30ug 9 0 91
Polimiksin (PB) 300 U 100 0 0
Ofloksasin (OFX) 5 ug 100 0 0

Sekil 4. 7. Lactobacillus spp. MM 1 izolatinin antibiyotiklere gdstermis olduklar1 disk
difiizyon sonuglari.

1(AMP): Ampisilin, 2(PB): Polimiksin,
3(OFX): Ofloksasin; 4(C): Kloramfenikol, 5(N): Netilmisin,

6(CN): Gentamisin; 7(E): Eritromisin.
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Sekil 4. 7. Lactobacillus spp. izolatlarinin antibiyotiklere gosterdigi % duyarlilik oranlari.
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4.6 Lactobacillus spp. Izolatlarmin Eksopolisakkarit (EPS) Uretimlerinin

Belirlenmesi

EPS {iretimi, probiyotiklerin bagirsak mukozasina yapismasin1 ve kolonizasyonunu
tizerinde dogrudan etkili oldugu bildirilmistir (Ruas-Madiedo vd., 2006). EPS
liretiminin probiyotiklerin bagirsak mikrobiyotasiyla etkilesimini artirarak, sindirim
sistemi saghigina katkida bulunabilecegi belirlenmistir (de Almada vd.,2015).
Probiyotikler tarafindan iiretilen EPS, bagirsak duvarinda bir bariyer gorevi gortip,
koagregasyon yetenegini artirarak patojen Dbakterilerin bagirsak hiicrelerine
yapismasini onleyebilecegi onerilmistir (Castro-Bravo vd.,2018). EPS probiyotiklerin
bagirsak yiizeyinde biyofilm olusturmasini saglamaktadir (Salas-Jara vd., 2016).
Ayrica probiyotikler tarafindan iiretilen EPS’lerin bagirsak mukozasinda bulunan
immiin hiicrelerle etkilesimiyle bagisiklik sistemini modiile edebildigi, immiin yaniti
diizenleyerek inflamasyonu azaltabildigi ve bagisiklik sisteminin dengesini

koruyabildigi bildirilmistir (Oerlemans vd., 2021).

Bu calismada 11 adet Lactobacillus spp. izolatlarinin MRS broth besiortaminda
gelistirilen kiiltiirlerin EPS miktarlar1 5-100 mg/L arasinda degisen oranlarda glikoz
cozeltisi kullanilarak hazirlanan standarta gore hesaplanmistir (Sekil 4.11).
Lactobacillus spp. izolatlarinin EPS miktar1 mg/L cinsinden belirlenmis ve Cizelge 4.8

ile Sekil 4.12°de gosterilmistir.

Lactobacillus spp. izolatlarinin MRS s1v1 besiortaminda EPS iiretimleri 209,02-365,80
mg/L (Sekil 4.10) olarak belirlenmistir. En yiliksek EPS tiretimi Lactobacillus spp. TO3
ve TO4 izolatlarinda tespit edilmistir. Lactobacillus spp. 002 (263,93 mg/L) ve OO4
(275,48 mg/L) izolatlarida da yiiksek EPS {iretimi gortilmustiir.

Laktobasiller ¢ok farkli gesit ve yapisal 6zellige sahip EPS iiretebilmektedir. Uretilen
bu polimerler bakteriyi asit, safra, antibiyotik gibi stres kosullarindan koruyabilmekte,
probiyotiklerin epitel yiizeylere tutunmasinda ve koagregasyon aktvitelerinde etkili
olabildigi diisiiniilmektedir. Oleksy-Sobczak vd. (2020), L. rhamnosus LOCK 0943
(941 mg/L) ve L. rhamnosus OM-1 (955 mg/L) suslarini pH 6’ da 37°C’de 72 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda en verimli EPS {ireten suslar olarak bildirmistir. Rajoka vd.
(2018), insan anne siitiinden izole edilen L. rhamnosus SHA111, SHA113, SHA114,
SHA115, SHA116 ve SHA117 suslar1 37°C’de 18 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
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EPS iiretimleri sirastyla 737,3 mg/L, 549,6 mg/L, 461,0 mg/L, 519,6 mg/L, 631,6
mg/L, 610 mg/L rapor edilmistir. Caligmada kullanilan izolatlarin yiliksek EPS iireten
TO3 ve TO4 izolatlar1 ile hem pH hem de safra toleransina direncgli oldugu ve bu
ortamlarda daha fazla gelisim gosterdigi belirlenmistir. Yiiksek EPS iireten izolatlar
epitel hiicrelere tutunmanin belirleyicisi olan oto ve koagregasyon kapasitesinin daha
yiiksek oldugu, ayrica probiyotikler tarafindan iiretilen EPS’nin, bagirsakta mukusu
maskeleyerek probiyotik mikroorganizmalarin hem gelisimini hemde biiylimesini
artirip patojenlerin olusturdugu adezyonunu engelledigini bu durumunda iiretilen

EPS’nin miktarina ve tipine bagl oldugunu diistiniilmektedir.

Cizelge 4. 8. Lactobacillus spp. izolatlarinin EPS {iretimleri (mg/L).

Izolatlar Son kiiltiir Son kiiltiir EPS mg/mL
pH oD
Lactobacillus spp. i6 4,80+0,0 1,20+0,02 243,25+4,10
Lactobacillus spp. MM1 4,73+0,1 1,10+0,05 209,02+4,40
Lactobacillus spp. MM3 4,44+0,0 1,16+0,04 228.,97+4,60
Lactobacillus spp. OO1 4,38+0,0 1,11+0,04 226,31+4,80
Lactobacillus spp. 002 5,53+0,1 1,30+0,20 263,93+3,40
Lactobacillus spp. OO3 5,35+0,0 1,30+0,23 261,92+1,00
Lactobacillus spp. 004 4,79+0,0 1,34+0,04 275,48+4,10
Lactobacillus spp. TO1 4,81+0,1 1,14+0,01 227,69+1,90
Lactobacillus spp. TO2 4,80+0,1 1,10+0,02 220,13+3,50
Lactobacillus spp. TO3 5,26+0,0 1,76+0,01 365,80+0,80
Lactobacillus spp. TO4 4,82+0,0 1,74+0,06 362,58+0,30
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Sekil 4. 8. Lactobacillus spp. izolatlarindan izole edilen EPS’lere fenol siilfirik asit

eklenmis goriintiisii.
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Sekil 4. 10. Lactobacillus spp. izolatlarinin EPS iiretimleri.

4.7 Otoagregasyon

Otoagregasyon, probiyotik bakterilerin bliylik kiitleler olusturarak bagirsak
mukozasina yapisma, kolonizasyonunu (Grigoryan vd., 2018) ve probiyotiklerin diger
bagirsak mikroorganizmalariyla etkilesimlerini artirabilir (Krausova vd., 2019). Ayrica
probiyotiklerin biyoflim olusturmasina olanak saglamaktadir (Jaffar vd., 2016).
Probiyotiklerin terapdtik etkinligini artirmak ve bagirsak sagligini desteklemek igin
otoagregasyon yetenekleri arastirilmistir. Inek agiz siitiinden izole edilen 11 adet
Lactobacillus spp. izolatlarinin otoagregasyon ozellikleri arastirilmis ve elde edilen

sonuglar Cizelge 4.9 ile Sekil 4.13’de gosterilmistir.

Lactobacillus spp. TOIl izolatinin en yiiksek otoagregasyon aktivitesi (%31)
gostermistir (Sekil 4.14). Test edilen bakteriler igerisinde Lactobacillus spp. MM3,
TO2 ve TO4 izolatlarinda yiiksek otoagregasyon belirlenirken, 16 ve MMI
izolatlariin ise otoagregasyonun diisiik oldugu belirlenmistir. Lactobacillus spp.
izolatlarinin otoagregasyon aktiviteleri ile EPS iiretimleri arasindaki korelasyon
istatiksel olarak anlamli bulunmamistir (r=0,200, P>0,05). Ancak EPS iiretimi yiiksek
olan Lactobacillus spp. TO3 (365,8 mg/L) ve TO4 (362,58 mg/L) izolatlarinin
otoagregasyon aktivitelerininde yliksek oldugu (%20 ve 29,5) gozlemlenirken, EPS
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tiretimi diisiik olan MM1 (209,2 mg/L) izolatinin otoagregasyonunun da diisiik oldugu
(%9) tespit edilmistir (Sekil 4.15 ve 4.16). Khalil vd. (2018) yapilan calismada
Tempoyak’tan izole edilen 7 farkli lactobacillus spp. izolatlarinin otoagregasyon
aktiviteleri ile EPS {retimleri arasindaki korelasyon anlamli bir sonug
gbzlemlenmezken EPS iiretimi yiiksek olan L. crispatus DUR4 (580 mg/mL) ve L.
plantarum DURS (450 mg/mL) izolatlariin otoagregasyon aktivitelerininde yiiksek
oldugu (%60.09 ve 49.88) gozlemlenmistir. Ayrica EPS {iretimi diisiik olan L.
fermentum DURI18 (110 mg/L) izolatinin otoagregasyonunun da diisiik oldugu
(%43,41) rapor edilmistir. Calismamizda ve literatlir ¢alismalarina gore EPS-
otoagregasyon arasindaki iligki bakterin tiirlerinden ziyade izolatlarin spesifik
ozelliklerinden kaynaklandigi goriilmektedir. Probiyotik suslar kendi aralarinda
otoagregasyon olusturup mukozal yiizeye tutunarak patojenlerin mukozal yiizeye
tutunmasini engelleyebilmektedir (Das vd., 2022). Raveschot vd. (2020) tarfindan
yapilan ¢alismada 8 Lactobacillus susunun otoagregasyon kabiliyetleri aragtirilmis ve
5 saat sonunda en yiiksek Lactobacillus casei 9b (%95) olarak en yiiksek
otoagregasyon aktivitesine sahip sus olarak belirlenirken test edilen diger suslarda
otoagregasyon %7,86- %67,44 araliginda tespit edilmistir. L. plantarum KLDS
1.0328. susunun ise 5 saat sonunda %?26.37 otoagragasyon aktivitesi gosterdigi
bildirlmistir (Ma vd., 2020). insan kolostrumundan izole edilen 7 farkli (L. plantarum
SPi, SP», SP3, SPy B, SP; S, SP1 M, B:Enr) suslarin yiiksek agregasyon (%53- 85)
gosterdigi bildirilmis ve en yiiksek agregasyon SPiS (%85) susu gostermistir
(Kurkutia vd., 2019). Osmanagaoglu vd. (2010) vyapilan c¢aligmada insan
kolostrumundan izole edilen P. pentosaceus OZF susu %85,71 agregasyon yetenegine
sahip oldugu rapor edilmistir. Bu calismada ve diger ¢caligsmalarda oldugu gibi LAB’nin

genelinde agregasyon yeteneginin yiiksek oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4. 9. Lactobacillus spp. izolatlarinin yiizde otoagregasyonu.

Izolatlar %Otoagregasyon
Lactobacillus spp. 16 9,5+2,50
Lactobacillus spp. MM1 9+0,57
Lactobacillus spp. MM3 25,6 £2,12
Lactobacillus spp. OO1 13,3+2,70
Lactobacillus spp. 002 11,5+1,22
Lactobacillus spp. 003 9,8 +0,42
Lactobacillus spp. 004 11,3+£2,02
Lactobacillus spp. TO1 31+1,22
Lactobacillus spp. TO2 27,7+0,50
Lactobacillus spp. TO3 20 +2,30
Lactobacillus spp. TO4 29,5+ 1,07

+++: Yiiksek otoagregasyon; ++: Orta dereceli otoagregasyon; +: Diisiik otoagregasyon
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Sekil 4. 12. En yiiksek otoagregasyon belirlenen Lactobacillus spp.TO1.

Sekil 4. 13. Otoagregasyonu yliksek Lactobacillus spp.TO4.

Sekil 4. 14. Otoagregasyonu en diisiik Lactobacillus spp.MM1.
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4.8 Koagregasyon

Probiyotik bakterilerin diger mikroorganizmalarla birlikte bagirsak limenine hiicre
ylizeyi molekiileri arayiciyla yapismasi koagregasyon olarak bilmektedir (Cervin,
2019). Probiyotikler koagregasyon aktivitesi ile patojenik mikroorganizmalarla
rekabete girerek bagirsak liimeninde patojenlerin biiylimesini engelleyebilir veya

inhibe edebilmektedir (Nair vd.,2017).

Bu calismada Boliim 4.4° de ve Cizelge 4.4’de antimikrobiyal aktivite sonuglarina gore
Lactobacillus spp. izolatlariin antimikrobiyal aktivitesinin yiiksek oldugu gram
negatif E. coli ATCC 35218 ve gram pozitif S. aureus ATCC 25923 test bakterileri
olarak secilmistir. Lactobacillus spp. izolatlarinin koagregasyon aktiviteleri yiizde

olarak Cizelge 4.10 ve Sekil 4.17’ da verilmistir.

Lactobacillus  spp. 1izolatlarmin E. coli ATCC 35218 ile koagregasyonu
degerlendrildiginde en yliksek koagregasyon Lactobacillus spp. TO2 izolatinda (%30)
belirlenmistir. Lactobacillus spp. MM3, TO1, TO3 ve TO4 izolatlarinin E. coli ATCC
35218 ile koagregasyonun yiiksek oldugu gézlemlenirken, OO1, OO2, OO3 ve OO4
ile koagrege olmadigi belirlenmistir (Cizelge 4.10). TO1, TO2, TO3 ve TO4
izolatlarinin E. coli ATCC 35218 test bakterisi lizerindeki antimikrobiyal etkisininde
giiclii oldugu daha 6nce belirlenmistir (Cizelge 4.4). Ancak OO1, 002, 003 ve 004
izolatlarinda E.coli ile koagregasyon aktivitesi belirlenmezken antimikrobiyal
etkisinin oldugu goézlenmistir. Lactobacillus spp. TO2 ve OO1 izolatlarmin E. coli
ATCC 35218 ile koagregasyon goriintiileri Sekil 4.18 (a) ve (b) de verilmistir.
Lactobacillus spp. izolatlarinin E. coli ATCC 35218 ile koagregasyon aktiviteleri ve
EPS iiretimleri arasindaki korelasyon istatiksel olarak anlamli bulunamamistir
(r=0,210, P>0,05). Ancak EPS iiretimi yiiksek olan TO3 (365,8 mg/L) ve TO4 (362,58
mg/L) izolatlarmin E. coli ATCC 35218 ile koagregasyonunda yiiksek oldugu
gozlenmistir. Lactobacillus spp. izolatlarinin otoagregasyon ve E. coli ATCC 35218
ile koagregasyon aktiviteleri arasinda istatiksel olarak pozitif yonde yiiksek iliski
belirlenmistir (r=0,876 P<0,01). Yiiksek otoagregasyon belirlenen TO1 (%31), TO2
(%27,7) ve TO4 (%29,5) izolatlarinin koagregasyon aktivitiesininde yiiksek oldugu
tespit edilmistir.
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Lactobacillus spp. izolatlarin S. aureus ATCC 25923 ile koagregasyonu
degerlendrildiginde en yliksek koagregasyon Lactobacillus spp. TO4 izolatinda (%28)
belirlenmis ancak bu izolatta S. aureus’a karst herhangi bir antimikrobiyal etki
goriilmemistir (Cizelge 4.4). MM3, TO1, TO2 izolatlarinin S. aureus ATCC 25923 ile
koagregasyonun yiiksek oldugu gdzlemlenirken, OO1 ve OO3 OO4 ile koagrege
olmadig1 belirlenmistir (Cizelge 4.12). Lactobacillus spp. TO4 izolatinin E.coli ATCC
35218 ve S. aureus ATCC 25923 ile koagregasyon goriintiileri Sekil 4.19 (a) ve (b) de
verilmistir. Lactobacillus spp. izolatlarimin S. aureus ATCC 25923 ile koagregasyon
aktiviteleri ve EPS {retimleri arasindaki korelasyon istatiksel olarak anlamli
bulunmamaistir (r=0,253, P>0,05). Ancak EPS iiretimi yiiksek olan Lactobacillus spp.
TO4 izolatinin (362,58 mg/L) S. aureus ATCC 25923 ile koagregasyon aktivitesininde
yiiksek oldugu gozlenmistir. Lactobacillus spp. izolatlarinin otoagregasyon ve S.
aureus ATCC 25923 ile koagregasyon aktiviteleri arasinda istatiksel olarak pozitif
yonde giiclii iliski belirlenmistir (r=0,909 P<0,01). Yiiksek otoagregasyon belirlenen
TO1 (%31), TO2 (%27,7) ve TO4 (%29,5) izolatlarinin koagregasyon aktivitiesininde
yiiksek oldugu tespit edilmistir.

L. plantarum KLDS 10328 susunun 5 saatlik inkiibasyon sonrasinda %26,37 oraninda
otoagregasyon aktivitesi, L. monocytogenes CMCC 54004 (%24,01 +0.40) ve E. coli
ATCC 25922 (%20,46 +0.21) test bakterileri ile koagrege olabildikleri bildirilmistir
(Mavd., 2020). Rodriguez-Sanchez vd. (2021), 28 adet potansiyel probiyotik susun S.
aureus ile koagregasyon aktivitesini arastirdiklarinda L. plantarum Lb71 (%55,3), L.
plantarum Lb4l (%52,9) ve L. plantarum Lb76 (%49,4) suslariin yiiksek
koagregasyon aktivitesi gosterdigin bildirmistir. Bu arastirmacilar %20’nin altinda
olan degerleri ise zayif koagregasyon aktvitesi olarak degerlendirmislerdir. Zhang vd.
(2022) yaptiklar ¢alismada inek siitiinden 14 bakteri izole edilmis ve koagregasyon
kabiliyetleri aragtirnlmistir. 14 izolatin E. coli ATCC 25922 ile koagregasyonu
degerlendrildiginde en yiiksek koagregasyon L.20 izolati (76,32 +2,27) belirlendigi,
L5, L14, L7 ve L22 izolatlarinin E. coli ATCC 25922 ile yiiksek koagregasyon
yetenegi gosterdigi rapor edilmistir. Ayrica 14 izolatin S. aureus ATCC 25923 ile
koagregasyonu degerlendrildiginde en yiiksek koagregasyon L5 izolat1 (74,24 + 0,37)
belirlenirken, L20, L22, .14 ve L7 izolatlarinin koagregasyon aktiviteleri yliksek
oldugu rapor edilmistir. Abushelaibi vd. (2017), deve siitiinden izole edilen 9 izolatin
37°C’de 4 saat inkiibasyon sonunda E. coli O157:H7 ile koagregasyonu
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degerlendirildiginde en yiiksek koagergasyon iSO 73 izolat1 (%16,2) belirlenirken,
ISO 34, ISO 22 ve iSO 70 izolatlar yiiksek koagregasyon aktiviteleri oldugu rapor
edilmistir. Ayrica 9 izolatin 37°C’de 4 saat inkiibasyon sonunda S. aurues ATCC 15923
ile koagregasyonu degerlendirildiginde en yiiksek koagergasyon ISO 73 izolati
(%16,9) belirlenirken, ISO 70, ISO 34 ve ISO 22 izolatlar1 yiiksek koagregasyon
aktiviteleri oldugu rapor edilmistir. Bizim c¢alismalarimizda ve literatiir
arastirmalarimizda oldugu gibi otoagregasyon yetenekleri yiiksek olan izolatlarin E.

coli ve S. aurues ile koagregasyon aktivitelerinin yiiksek oldugu goriilmektedir.

Khalil vd. (2018), yaptiklar1 calismada tempoyak’tan izole edilen 7 farkl lactobacillus
spp. izolatlarinin E. coli ATCC O157:H7 ile koagregasyon aktiviteleri ve EPS
tiretimleri arasindaki korelasyon anlamli olmadigi ancak EPS ftiretimi en yiiksek olan
L pentosus DUR20 (850 mg/L) izolat1 E. coli ATCC O157:H7 ile koagregasyonunda
en yiiksek oldugu rapor edilmistir. S aureus ATCC 6538 ile koagregasyon aktiviteleri
ve EPS iiretimleri arasindaki korelasyonda anlamli olmadigi ancak EPS firetimi en
yiiksek olan L pentosus DUR20 (850 mg/L) izolatt S aureus ATCC 6538 ile
koagregasyonunda en yiiksek oldugu rapor edilmistir. Yapilan ¢alismada ve literatiirde
oldugu gibi Yiiksek EPS iireten izolatlar koagregasyon olusturma yeteneklerininde
yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Bakterilerin EPS-koagregasyon arasindaki anlaml

iliski tiirlerinden ziyade, 6zellikle belirli suslara bagli oldugunu ortaya koymaktadir.
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Cizelge 4. 10. Lactobacillus spp. izolatlarinin yiizde koagregasyonu.

izolatlar % Koagregasyon %Koagregasyon
E. coli ATCC 35218 S. aurues ATCC 25923

Lactobacillus spp. 16 8,3+0,00 7,3+0,00
Lactobacillus spp. MM1 13,7+0,60 13,7+ 0,60
Lactobacillus spp. MM3 25,6+0,50 24,2+1,70
Lactobacillus spp. OO1 1,5+0,70 2,0+0,80
Lactobacillus spp. 002 3,4+ 1,30 8,140,35
Lactobacillus spp. 003 7,0+0,70 1,3+0,42
Lactobacillus spp. 004 2,8+0,80 8,8+0,00
Lactobacillus spp. TO1 27,0£1,00 27,3£1,40
Lactobacillus spp. TO2 30,0+0,70 26,0+1,40
Lactobacillus spp. TO3 26,0+0,00 22,00+0,00
Lactobacillus spp. TO4 25,8+0,50 28,0+0,00
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Sekil 4. 15. Lactobacillus spp. izolatlarinin koagregasyon aktiviteleri.
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Sekil 4. 16. Lactobacillus sp. TO2 (a) ve OO1 (b) izolatlariin E. coli ATCC 35218
ile koagregasyon goriintiileri.

Sekil 4. 17. Lactobacillus spp. TO4 izolatlarinin (a) E£.coli ATCC 35218, (b)
S.aureus ATCC 25923 ile koagregasyon goriintiisii.

4.9 Hidrofobisite

Hidrofobisite, bakterilerin hiicre ylizey 6zeliklerinin ve konakg¢1 hiicreler ile arasindaki
etkilesimin belirlenmesinde 6nemli bir yontemdir (Krausova vd., 2019). Lactobacillus
spp. izolatlarinin hiicre yiizey hidrofobitesini belirlemek icin p-ksilen (polar olmayan
noétral ¢oziicii), kloroform (polar asidik ¢oziicii) ve etil asetat (polar bazik ¢oziicii)

kullanilmis, sonuclar Cizelge 4.11 ve Sekil 4. 20 da gosterilmistir.
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Lactobacillus spp. 16, MM1, MM3, 001, 002, TO1, TO2, TO3 ve TO4 izolatlarmnin
hidrofobisite sonuglar1 degerlendirildiginde, izolatlarin ¢oziiciilerin tigiinde de yiiksek
hidrofobisite goriilmesi yiizey yapilarinin kompleks oldugunun goriilmektedir.
Izolatlarin asidik ¢oziicii olan kloroforma ilgisinin daha yiiksek olmasi hiicre
ylizeylerinde bazik yapilar oldugunu gostermektedir. Lactobacillus spp. OO3
izolatinin kloroform, ksilen ve etil asetat ile belirlenen hidrofobiste degerlerinin diger
izolatlara gore diisiik olmasi hiicre ylizeyinin hidrofilik oldugunu gostermektedir.
Bakterilerin hiicre ylizeyi lizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda, yiizey proteinlerin
varliginda yiiksek hidrofobiklige, polisakkaritlerin varliginda ise hidrofilikle
iligkilendirilmistir (Pe'rez vd., 1998). Hiicre yiizeyinin hidrofilik oldugu diisiiniilen
Lactobacillus spp. O03 izolatinda EPS iiretimide yiiksek olarak (261,92 mg/L) tespit
edilmistir (Cizelge 4.8). Ksilen bakteri hiicre yiizeyinin hem hidrofobisite hemde
hidrofilite 06zelliklerinin belirlenmesi icin apolar ¢oziicii olarak hidrofobisite
calismalarinda kullanilmaktadir. Lactobacillus spp. OO4 ise kloroform ile %40,10
oraninda hidrofobisite gosterirken, ksilen (%9,15) ve etil asetat (%1,60) ile
hidrofobisitesinin diislik olarak belirlenmesi bu izolatin hiicre ylizeyinin daha ¢ok
bazik yapida olabilecegi seklinde yorumlanmistir. Calisma test edilen Lactobacillus
spp 16, 001, 002, TO1, TO2, TO3 ve TO4 izolatlarinin hem kloroform hem de ksilen
solventlerine yliksek afinite gostermesi, bakterilerin hiicre yiizeyinde yiiksek miktarda
protein ve polisakkarit oldugunu diislindiirmektedir. Hidrofobik etkilesimler giiclii
kovalent olmayan etkilesimlerdir. Dolayisiyla hiicre yiizeyi hidrofobikligi, LAB'nin
yapismasinda rekabetci bir avantaj sunabilir ve insan bagirsak epitel hiicrelerine
yapisma i¢in kritik bir faktdr olabilir. Rodriguez-Sanchez vd. (2021) potansiyel
probiyotik 28 susun hidrofobisite 6zelliklerini ksilen ve toluen hidrokarbonlarini
kullanarak arastiridiklarinda, ksilen ile en diisiik hidrofobisite L. brevis Lb99 (%0,6)
susunda en yiiksekte L. rhamnosus Lb10 (%57,1) susunda belirlerken, toluen ile en
diisiik hidrofobisite L. brevis Lb99 (%1,1) ve en yiiksek L. paracasei Lb24 (%67,4)
susunda tespit etmislerdir. Bu arastiricilar test ettikleri LAB'lerin hidrofilik oldugunu

ve hidrofobikligin susa bagli bir 6zellik oldugunu bildirmislerdir.
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Cizelge 4. 11. Lactobacillus spp. izolatlarinin %hidrofobisiteleri.

Izolatlar % Hidrofobisite

Kloroform Ksilen Etil Asetat
Lactobacillus spp. i6 85,00+ 1,40 85,00+0,30 43,50+0,42
Lactobacillus spp. MM1 94,40+0,40 51,20+0,80 84,80 +£0,60
Lactobacillus spp. MM3 94,80+0,40 24,80+0,80 2,40+0,60
Lactobacillus spp. OO1 84,60+0,20 71,20+2,00 13,85+2,10
Lactobacillus spp. 002 82,40+0,30 59,20+0,20 45,60+2,20
Lactobacillus spp. OO3 13,50+2,13 1,15+0,21 4,15+0,90
Lactobacillus spp. 004 40,10+0,36 9,15+0,07 1,60+0,30
Lactobacillus spp. TO1 92,50+ 0,70 80,7£0,10 46,50+0,25
Lactobacillus spp. TO2 85,60+0,07 60,45+0,80 36,70+2,08
Lactobacillus spp. TO3 79,30+0,80 51,15+0,21 31,50+1,80
Lactobacillus spp. TO4 88,45+0,90 74,30+0,00 30,80+2,13
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4.10 Hemolitik Aktivite

Bakterilerin probiyotik olarak kullanilabilmesi i¢in insan sagligina olumsuz yonde
etkilememesi gerekmektedir. Hemolitik aktivite de probiyotik se¢imi i¢in bir 6n kosul
olarak kabul edilmektedir (Kumar vd., 2022). LAB genellikle giivenli bakteriler kabul
edilir ve hemoliz aktivitesinin goriilmemesi, izolatlar arasinda firsatg1r viriilansin
gelismemesini saglamaktadir. Ancak patojenler ve bazi LAB, H>O: iiretmesi
sonucunda eritrositelerin yapisini bozarak hemolize ugramasina neden olabilmektedir
(Kumari vd., 2022). Bu tez ¢alismasinda inek agiz siitiinden izole edilen Lactobacillus
spp. izolatlarinin hemolizin aktivitesi koyun kanli agar iceren besiyeri kullanilarak test
edilmistir. Test edilen Lactobacillus spp. izolatlarinin kanli agar besiyerinin hemoliz
olusturamayan 7y-hemolitik bakteriler olduklar1 belirlenmistir (Sekil 4.21). Pozitif
kontrol i¢in kullanilan 3-hemolitik E. coli ATCC 35218 susunun kanli agar besiyerinde

tam hemoliz yaparak, kolonilerin etrafinda diizgiin bir hatla ¢cevrilmis temiz ve berrak
bir hemoliz zonu olusturdugu (Sekil 4.22.A), a-hemolitik S.aureus ATCC 2593
susunun ise kolonilerin etrafinda parlak-yesil zon oldugu tespit edilmistir (Sekil

4.22.B).

Hemolitik aktivite kirmizi kan hiicrelerini pargalayarak anemiye ve diger kan dolasimi
problemlerine neden olabileceginden dolay1 probiyotiklerin glivenirligini belirlemede
onemli goriilmektedir. Kumari vd. (2022) bebek diskisindan izole ettikleri ve
probiyotik 6zelliklerini arastiridiklari L. rhamnosus NCDC953 ve L. reuteri NCDC958
suslarinin ikisininde y-hemoliz gosterdigini bildirmistir. Zhang vd. (2022) yaptiklar
calismada holstein inek siitlinden izole edilen 14 izolatin y-hemolitik aktivite
gosterdigi bildirilmistir Yi vd. (2021) yaptiklari ¢alismada insan siitiinden izole edilen
E. faecium 2C susunun y-hemolitik olarak belirlenmistir. Bizim ¢alismamimizda da bu
caligmalarda oldugu gibi test edilen Lactobacillus spp. izolatlarinin hemoliz aktivitesi
gostermemesi nedeniyle probiyotik olarak kullaniminin  gilivenli olacagim

diistinmekteyiz.
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Sekil 4. 20. Hemolitik aktivite (A): B-hemolitik E.coli ATCC 35218 ve (B) a-
hemolitik S.aureus ATCC 2593.
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4.11 16S rDNA Dizi Analizi

Bu tez calismasinda inek agiz siitiinden izole edilen 11 adet Lactobacillus spp.
izolatinin potansiyel probiyotik olarak kullanilabilirliginin belirlenmesi i¢in fenol
toleransi, asit-safraya direng, antimikrobiyal aktivite, antibiyotiklere duyarlilik, EPS
liretimi, agregasyon ve hidrofobisite gibi bazi probiyotik o6zellikleri aragtirilmigtr.
Aragtirilan probiyotik 6zellikler genel olarak degerlendirildiginde fenol, asit ve safraya
tolerans gosteren, gram negatif bakterilere antimikrobiyal aktivite gosteren, ampisilin,
eritromisin ve kloromfenikol antibiyotiklerine duyarli olarak belirlenen, yiliksek EPS
tiretimi ile agregasyon ve hidrofobisite gdsteren Lactobacillus spp. TO4 izolatinin
daha sonra yapilacak ileri ¢calismalarda kullanilmak iizere 16S rDNA dizi analizi ile
tanimlamasi yapilmistir. 16S rDNA dizi analizi sonucunda Cizelge 4.12°de gosterildigi
gibi TO4 izolatin NCBI iizerinde %99,86 Limosilactobacillus fermentum tiiriine
benzerlik gostermistir. Ozen vd. (2023), insan kolostrumundan Limosilactobacillus
fermentum CECT5716 susunu izole ettiklerini bildirmislerdir. Mollova vd. (2024),
insan kolostrumundan L. fermentum st5 ve L. fermantasyon st22 suslarini izole

ettiklerini bildirmislerdir.
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Cizelge 4. 12. TO4 izolatinin 16S rDNA dizi analizi.

AAGTCGAACGCGTTGGCCCAATTGATTGATGGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTCGCCAAC
GA
GTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGA
AACAGATGCTAATACCGCATAACAACGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCT
CG
CTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGC
G
ATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACAC
CGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACACGTATGA
GA
GTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGC
CG
CGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAGTGCAGGCGGT
TT
TCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAACTT
GA
GTGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAAC
ACCAGTGGCGAAGGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAG
CGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGG
TT
TCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAG
GTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
A
AGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCCAACCCTAGAGATAGGGCGTTT
C
CTTCGGGAACGCAATGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTTTAGTG
AG
ACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGAC
CTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAACTCGCGAGGGCAAGC
AAATCTCTTAAAACCGTTCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGTCGGA
AT
CGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCC
CGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAGGCCAGC
CG
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5 SONUC VE ONERILER

Glintimiizde hem saglik hem de beslenme alanlarindaki arastirmalarin odagi, insan
viicudunun dengeli bir mikrobiyom yapisina sahip olmasinin énemi her gecen giin
daha fazla artmaktadir (Redondo-Useros vd., 2020). Bagirsak florasindaki
dengesizliklerin, sindirim sagligindan bagisiklik sistemi fonksiyonlarina kadar bir dizi
saglik sorununa yol agabilecegi belirtilmektedir (Wang vd., 2023). Bu nedenle,
probiyotikler gibi faydali mikroorganizmalarin kullanimi, saglikli bir mikrobiyomun

korunmasi ve desteklenmesinde 6nemli bir strateji olmustur.

Kolostrum, memeliler tarafindan dogumdan hemen sonra {iretilen, benzersiz besleyici
ilk siittiir (Hyrslova vd., 2020). Ayrica yenidogani hastaliklara karsi koruyan
antikorlara sahip ve normal siitten daha diisiik lipid ve daha yiiksek protein
icermektedir (Chattha vd., 2013). Kolostrum, probiyotik potansiyeli olan bakterilerin
izolasyonu icin Onemli bir rezervuar kaynagina sahiptir. Ayrica son yillarda,
kolostrumun probiyotik 06zelliklere sahip oldugu ve sindirim sistemi sagligini
dogrudan etkiledigi one siiriilmiistiir (Ceniti vd., 2023). Kolostrum probiyotikleri,
geleneksel probiyotiklerin sindirim sistemi ve bagisiklik sistemi faydalarinin yani sira,
kolostrumun kendine 0zgli besleyici bilesenlerinden de faydalanabilecegi

diisiiniilmektedir (Bagwe-Parab vd., 2020).

Bakterikler probiyotik olarak degerlendirilmesi i¢in insan viicudunun dayattig1
olumsuz kosullara (fenol, diisiik pH ve safra asidine tolerans) kars1 dayanikliliga sahip
olmalar1 gerekmektedir. Gastrointestinal sistemde hem otoagregasyon hem
koagregasyon hem de hidrofilik ozellikleri yeteneklerine sahip olmalari
gerekmektedir. Probiyotik adaylar epitel hiicrelere yapistiktan sonra karbonhidratlari,
proteinleri ve EPS gibi bakteriyi asit, safra, antibiyotik vb. gibi stres kosullarindan
koruyabilen, epitel ylizeylere tutunmasinda ve koagregasyon aktvitelerinde etkili
olabilen ayrica patojenlere inhibe edebilecek maddeler iireterek veya besin rekabetine
girerek patojen bakterileri inhibe edebilecek antimikrobiyal 6zellik gostermelidir. Son
olarak antibiyotik ve hemolitik aktivite gibi giivenlik degerlendirmesi gerekmektedir.
Kriterler géz 6niine alindinginda Aksaray’daki ineklerin agiz siitiinden izole edilen 11
Lactobacillus  spp. izolatlarinin  bakteri izolatlarimin  probiyotik  6zellikleri

arastirilmastir.
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Fenol, besinle veya endojen olarak alinan aromatik bilesiklerin bazi probiyotik suslar
tarafindan deaminasyonuyla olusabilecegi ve bakteriyostatik etki gosterebilmesinden
dolay1 probiyotikler i¢in dnemli bir 6zellik olarak bildirilmistir (Pinto vd., 2006). 11
adet Lactobacillus spp. izolatlarinin %0,4 oraninda fenol igeren ortamda hayatta kalma
ylizdeleri arastirilmistir. izolatlarin %0,4 fenollii ortamda 24 saat sonunda iiremeleri
incelendiginde en yiiksek canlilik oranint TO4 izolat1 (%25,21) gosterirken, MM1
(%22,86), 004 (%18,16), O03 (%5,92) ve OO1 (1,84) izolatlarinda %0,4 fenollii
ortamda canli kalabildikleri belirlenmistir. 002, TO1, TO2, TO3, MM3 ve 16

izolatlarinin ise %0,4 fenole duyarli olduklar1 belirlenmistir.

Bakteri izolatlarin probiyotik olarak degerlendirilmesi i¢in sindirim sirasinda aside
kars1 toleransh olmalidir. Lactobacillus spp. izolatlariin pH 2.0’de 0. saatten sonra
canlilik gorilmemistir. pH 3’de 4 saat inkiibasyon sonunda TO1, TO3 ve TO4
izolatlarinin Uremelerinde artis gozlemlenirken OO4 izolatlarinin liremesi stabil
oldugu tespit edilmistir. pH 4°te, i6, MM1 OO1ve 003 izolatlarinda iiremeleri zamana
bagl azalma goriilirken,MM3, 002, 004, TO1, TO2, TO3 ve TO4 izolatlarin
tiremelerinde artis tespit edilmistir. Yiksek EPS iiretimi gosteren TO3 ve TO4
izolatlarinin diger izolatlara gére pH4 asidik ortamda canliligininda yiiksek oldugu

gozlemlenmistir.

Probiyotik bakterilerin safraya karsi direng gOstermeleri, safra asitlerinin
antimikrobiyal etkisinden korunarak yararli etkilerini gdstermek tizere bagirsaga
ulagmalarini saglamaktadir (Succi vd., 2005). Bu tez ¢aligmasinda da %0,0 (kontrol),
9%0,3 ve %0,5 safra konsantrasyonu igeren ortamda 0. 3. ve 6. saat inkiibasyon sonunda
Lactobacillus spp. izolatlarinin safra toleranslar1 aragtirilmistir. Lactobacillus spp.
izolatlarinin genel olarak safraya toleransinin yiiksek oldugu belirlenirken; 9%0,3 safra
ortamindaki canliliklarinin, 9%0,5 safra igeren ortama goére daha yiiksek oldugu
gozlenmistir. TO2 (8,90 Log kob/mL), TO3 (9,74 Log kob/mL) ve TO4 (8,90 Log
kob/mL) izolatlarinin %0,3 safraya diger izolatlarla kiyaslandiginda toleransinin daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. Safra toleransi arastirilan 11 izolat arasinda MM3 ve
002 izolatlarinin %0,3 safraya toleransinin daha diisiikk oldugu goézlemlenmistir.
Lactobacillus spp. izolatlarinin %0,5 oraninda safra igeren ortamda gelistirildiklerinde
canliklarinda azalma goériiliirken, izolatlarin canliginda en ytiiksek artis TO3 izolatinda
tespit edilmistir. MM3 ve OO2 izolatilarinin %0,3 ve 0,5 safraya duyarl olduklari,
TO2, TO3 ve TO4 izolatlarininda da her iki safraya toleransinin yiiksek oldugu
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belirlenmistir. EPS iiretimi yliksek olan TO3 ve TO4 izolatlarinin safra ortamindaki
canliliklarminda yiiksek oldugu belirlenmistir. Safraya tolerans: tiizerinde EPS

tiretimin etkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir.

Probiyotik mikroorganizmlarin gastrointestinal sistemden gegerek bagirsaga
ulastiginda patojen bakterileri inhibe edecek antimikrobiyal metabolitler iireterek
rekabet edebilmesi ve patojenlerin bagirsak florasina yapismasini engelleyebilmesi
probiyotikler i¢in istenilen bir 6zelliktir. Lactobacillus spp. izolatlarinin E. coli ATCC
35218, E. coli ATCC 11229 S. enteritidis ATCC 13076, S. aureus ATCC 25923, B.
cereus RSKK 863, L. monocytogenes ATCC 7644 ve test bakterilerine karsi
antimikrobiyal etkileri aragtirllmistir. Calismamizda kullanilan 11 adet Lactobacillus
spp. izolatlarindan elde edilen kiiltiir supernatantlarinin (postbiyotiklerin) E. coli
ATCC 11229 ve E. coli ATCC 35218 test bakterilerine antimikrobiyal etkisinin oldugu,
L. monocytogenes ATCC 7644’ ¢ karst ise etkisinin olmadig1 belirlenmistir. izolatlarin
%82’s1 S. enteritidis ATCC 13076 susuna karst inhibisyon etkisi gosterdigi
belirlenirken, bu etki en yiiksek, 11,41 mm inhibisyon zon ¢ap1 ile Lactobacillus spp.
MM3 izolatinda belirlenmistir. Lactobacillus spp. izolatlarinin % 64’ S. aureus ATCC
25923 susuna kars1 inhibisyon etkisi gosterirken, en yiiksek inhibisyon etkisi 20,14
mm inhibisyon zon ¢ap1 ile Lactobacillus spp. TO2 izolatinda tespit edilmistir.
Suslarin % 73’1 Bacillus cereus RSKK 863 susuna kars1 inhibisyon etkisi gosterirken,
en yiiksek inhibisyon etkisi 19,15 mm inhibisyon zon capi ile Lactobacillus spp. 16
izolatinda tespit edilmistir. Lactobacillus spp. 16, MM1, MM3, OO1, 004, TO1 ve
TO2 izolatlarimin L. monocytogenes ATCC 7644 disinda tiim test bakterilerine
antimikrobiyal aktivite gdstermistir. Lactobacillus spp. TO4 ve OO3 izolatlar1 ise gram
negatif E. coli ATCC 11229, E. coli ATCC 35218 ve S. enteritidis ATCC 13076 test
bakterilerine antimikrobiyal etki gosterirken, gram pozitif patojenler lizerinde ise

etkisinin olmadig1 gézlenmistir.

Antibiyotiklere kars1 duyarlilik, probiyotiklerin giivenligini ve etkinligini
degerlendirmek i¢in kritik bir parametredir (Pradhan vd., 2020). Lactobacillus spp.
izolatlarinin ampisilin antibiyotgine %100 oraninda yiiksek duyarlilik gosterdikleri
tespit edilmistir. Protein sentezini inhibe eden eritromisin (%82) ve kloromfenikol
(%91) antibiyotikleri izolatlarin yiiksek duyarlilik gosterdikleri antibiyotikler olarak
tespit edilmistir. Lactobacillus spp. OO3 ve 0OO4 izolatlarmin kullanilan
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antibiyotiklere genel olarak direngli oldugu goriilmiistiir. Antibiyotiklere duyarlilik

orani yiiksek olan Lactobacillus spp. MM1 izolatinin olarak goriilmektedir.

Bakterilerin mideden gecip bagirsaga ulastiklarinda probiyotik ozelliklerini
gosterebilmelerindeki en biiyiik avantajlardan biri de EPS iiretim kapasitelerine sahip
olmalaridir.Lactobacillus spp. 002 (263,93 mg/L) ve 004 (275,48 mg/L) izolatlarida
da ytiksek EPS {iiretimi goriilmiistiir. EPS iiretimi yiiksek olan izolatlarn diistik asitlige
daha direngli ve safraya daha toleransli olmasi dikkat ¢ekicidir. Elde edilen sonuglara
gore, EPS fretimi ile asit direnci, safra toleransi, hidrofobisite ve agregasyon

ozellikleri arasinda pozitif bir iligki oldugu tespit edilmistir.

Otoagregasyon, probiyotik bakterilerin biiylik kiitleler olusturarak bagirsak
mukozasina yapisma, kolonizasyonunu (Grigoryan vd., 2018) ve probiyotiklerin diger
bagirsak mikroorganizmalariyla etkilesimlerini artirabilir. Lactobacillus spp. TO1
izolatinin en yiiksek otoagregasyon aktivitesi (%3 1) gostermistir. Test edilen bakteriler
igerisinde Lactobacillus spp. MM3, TO2 ve TO4 izolatlarinda yiiksek otoagregasyon
belirlenirken, 16 ve MMI izolatlarinin ise otoagregasyonun diisiik oldugu
belirlenmistir. EPS tiretimi yiiksek olan Lactobacillus spp. TO3 (365,8 mg/L) ve TO4
(362,58 mg/L) izolatlarinin otoagregasyon aktivitelerininde yiiksek oldugu (%20 ve
29,5) gozlemlenirken, EPS iiretimi diisik olan MM1 (209,2 mg/L) izolatinin

otoagregasyonunun da diisiik oldugu (%9) tespit edilmistir.

Probiyotikler koagregasyon aktivitesi ile patojenik mikroorganizmalarla rekabete
girerek bagirsak liimeninde patojenlerin biiylimesini engelleyebilir veya inhibe
edebilmektedir. Lactobacillus spp. izolatlarinin E. coli ATCC 35218 ile koagregasyonu
degerlendrildiginde en yliksek koagregasyon Lactobacillus spp. TO2 izolatinda (%30)
belirlenmistir. Lactobacillus spp. MM3, TO1, TO3 ve TO4 izolatlarinin E. coli ATCC
35218 ile koagregasyonun yiiksek oldugu gozlemlenirken, OO1, 002, O03 ve 004
ile koagrege olmadig1 belirlenmistir. EPS iiretimi yliksek olan TO3 (365,8 mg/L) ve
TO4 (362,58 mg/L) izolatlarinin E. coli ATCC 35218 ile koagregasyonunda yiiksek
oldugu gozlenmistir. Lactobacillus spp. izolatlarmin S. aureus ATCC 25923 ile
koagregasyonu degerlendrildiginde en yiiksek koagregasyon Lactobacillus spp. TO4
izolatinda (%28) belirlenmistir. MM3, TO1, TO2 ve TO4 izolatlarinin S. aureus ATCC
25923 ile koagregasyonun yiiksek oldugu gozlemlenirken, OO1 ve OO3 004 ile
koagrege olmadigi belirlenmistir. EPS {iretimi yiiksek olan Lactobacillus spp. TO4
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izolatinin (362,58 mg/L) S. aureus ATCC 25923 ile koagregasyon aktivitesininde

yiiksek oldugu gozlenmistir.

Hidrofobisite, bakterilerin hiicre yilizey 6zeliklerinin ve konaker1 hiicreler ile arasindaki
etkilesimin belirlenmesinde 6nemli bir yontemdir. Lactobacillus spp. 16, MM1, MM3,
001, 002, TO1l, TO2, TO3 ve TO4 izolatlarinin hidrofobisite sonuglar
degerlendirildiginde, izolatlarin her {i¢ ¢oziiciide de yliksek hidrofobisite gostermesi
yiizey yapilarinin kompleks oldugunu gdstermektedir. izolatlarn asidik ¢oziicii olan
kloroforma ilgisinin daha yiiksek olmasi hiicre ylizeylerinde bazik yapilar oldugunu
gostermektedir. Lactobacillus spp. O03 izolatinin kloroform, ksilen ve etil asetat ile
belirlenen hidrofobiste degerlerinin diger izolatlara gore diisiik olmasi hiicre yiizeyinin
hidrofilik oldugunu gostermektedir. Lactobacillus spp 16, 001, 002, TO1, TO2, TO3
ve TO4 izolatlarinin hem kloroform hem de ksilen solventlerine yiiksek afinite
gostermesi, bakterilerin hiicre ylizeyinde yiliksek miktarda protein ve polisakkarit

oldugunu diisiindiirmektedir.

Hemolitik aktivite de probiyotik se¢imi i¢in bir 6n kosul olarak kabul edilmektedir
(Kumar vd., 2022). LAB genellikle gilivenli bakteriler kabul edilir ve hemoliz
aktivitesinin goriilmemesi, izolatlar arasinda firsat¢1 viriilansin gelismemesini
saglamaktadir. Ancak patojenler ve baz1 LAB, H>O; iiretmesi sonucunda eritrositelerin
yapisint bozarak hemolize ugramasina neden olabilmektedir (Kumari vd., 2022).
Lactobacillus spp. I1zolatlarinin kanli agar besiyerinde hemoliz olusturamayan y-

hemolitik bakteriler olduklar1 belirlenmistir.

Yapilan ¢alisma sonucunda Aksaray’daki ineklerin agiz siitiinden izole edilen 11
bakteri izolatlar1 igerisinden probiyotik potonsiyeli olan TO4 izolati viicudunun
dayattig1 olumsuz kosullara, hem otoagregasyon hem koagregasyon hem de hidrofilik
ozellikleri sahip olmasi patojenlere karsi yliksek antimikrobiyal aktivite gostermesi,
yuksek EPS iiretmesi ve gilivenlik sorunu teskil etmemesi sebebiyle 16S rDNA dizi
analizi yapilmis ve NCBL iizerindeki en yakin oldugu tir %99,86 benzerlik ile
Limosilactobacillus fermentum tiiriine ait oldugu tespit edilmistir. Tez ¢aligsmasinin
devaminda yapilacak in vitro ve in vivo ¢alismalarla ¢iftlik hayvanlarinin yemlerinde

dogal katki olarak kullanimi1 ve arastirilmasi hedeflenmistir.
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