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OZET

Bu cahismada tavuklarin gastrointestinal sisteminden izole edilmis 18 adet
Lactobacillus tiirlerinin laktik asit, hidrojen peroksit iiretimleri, antimikrobiyal
aktiviteleri, antibiyotik duyarhhklary, asitlige kars1 direnclilikleri, safra
tuzlarma kars1 duyarhliklarn ve ekzopolisakkarit (EPS) iiretimleri gibi bazi
probiyotik ozellikleri arastirilmistir. Suslarin iirettigi yiizde asit miktarlar1 %
0,42 - 0,90 arasinda, hidrojen peroksit iiretim miktarlarn 0,18-3,77 pg/mL
arasinda, EPS miktarlar1 10,60 —180,36 mg/L arasinda oldugu belirlenmistir.
Lactobacillus’larin antibiyotiklere karsi duyarhhklarimin incelenmesinde disk
difiizyon metodu kullamilms ve Lactobacillus suslarimin penisilin G (% 78 orta
derecede ve % 22 duyarh) ve ampisiline %100 duyarhlhk, kanamisin ve
gentamisine %100 direnclilik gostermislerdir. Lactobacillus spp. suslarimmn
tavuklarda hastahga neden olan patojen bakterilerden Shigella sonnei Mu:57
susuna kars1 antimikrobiyal etkisinin %100, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 susuna %94,5, E. coli O157:H7 susuna %383,3, Escherichia coli ATCC
11229 susuna %77,7, Salmonella enteritidis ATCC 13076 susuna % 72,2,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 susuna %66,6 ve Listeria monocytogenes
ATCC 7644 susuna %S5,5 oldugu tespit edilmistir. Lactobacillus’larin farkh pH
degerlerine direncliliklerinin zayif oldugu belirlenmistir. pH 1 gibi diisiik bir
pH’ da gelisme oram diisilk olmasina ragmen suslarin yine de canh

kalabildikleri belirlenmistir. Ortamdaki asitlik oram arttik¢a, bakterilerin



yogunlugu diismiistiir. Lactobacillus suslarmin safraya toleransi derisime bagh
degismektedir. Safra derisiminin %0,06'dan %0,30'a artmasiyla tiim suslarin
gelisimi diismiistiir. EPS iiretimi yiiksek olan 5 adet Lactobacillus suslarin
otoagregasyonu ve E. coli ATCC 11229 ile Salmonella enteritidis ATCC 13076
suslariyla koagregasyon yetenekleri belirlenmis ve en yiiksek %otoagregasyon
degeri L. acidophilus BAZ36 (%33,3) susunda, E. coli ATCC 11229’ un %
koagregasyonu degerlendirildiginde en yiiksek % koagregasyon L. acidophilus
BAZ36 (%28,3) susunda, Salmonella enteritidis ATCC 13076’m %
koagregasyonu degerlendirildiginde ise en yiiksek % koagregasyon L.

delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32 (%25,0) susunda tespit edilmistir.
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Anahtar Kelimeler : Lactobacillus, probiyotik, EPS iiretimi, agregasyon, asit,
safra

Sayfa Adedi 84

Tez Yoneticisi : Dog. Dr. Zehra Nur YUKSEKDAG



Vi

DETERMINATION OF SOME PROBIOTIC CHARACTERISTICS OF
LACTOBACILLUS SPECIES ORGINATED FROM ANIMALS
(M.Sc. Thesis)

Nur SAHIN

GAZI UNIVERSITY
INSTITUTE OF SCIENCE AND TECHNOLOGY
February 2012

ABSTRACT

In this study, 18 Lactobacillus spp. strains isolated from chicken gastrointestinal
system studied probiotic characteristics such as lactic acid and hydrogen
peroxide production, antimicrobial activity, antibiotic sensitivity, resistance
against acidity, sensitivity against bile salts and exopolysaccharides (EPS)
productions were investigated. Percentage of lactic acid produced by strains was
found 0.42 to 0.90% and the amount of hydrogen peroxide production was
determined between 0.18-3.77 pg/mL. In addition, EPS productions of strains
were determined as a range of 10.60-180.36 mg/L. Disc diffusion method was
used to examine antibiotic resistance among Lactobacillus spp. strains and
strains were 100% sensitive to penicillin-G (78% moderate sensitive and 22%
sensitive) and ampicillin, 100% resistant to gentamicin and kanamycin. The
antimicrobial activities of Lactobacillus strains against seven different bacterias
such as Shigella sonnei Mu:57, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, E. coli
0157:H7, Escherichia coli ATCC 11229, Salmonella enteritidis ATCC 13076,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Listeria monocytogenes ATCC
7644 were found to be respectively, 100, 94.5, 83.3, 77.7, 72.2, 66.6 and 5.5%.
Lactobacillus strains’ resistance to different pH values were determined weak.
Although the grow rate was low at low pH’s such as pH 1, it was observed the
strains can be still alive. Acidity ratio was increasing in the environment, the

density of bacteria decreased. Bile tolerance of Lactobacillus strains changes



vii

depending on the concentration. The development of all strains was decreased
by the increase of bile concentration from 0,06 to 0,30%. Autoaggregation of 5
Lactobacillus strains that have high EPS production and coaggregation abilities
of E. coli ATCC 11229 and Salmonella enteritidis ATCC 13076 with that 5
strains were determined. The highest autoaggregation percentage value was
33,3% with L. acidophilus BAZ36. Considering the coaggregation percentage of
E. coli ATCC 11229, L. acidophilus BAZ36 has the highest coaggregation
percentage (28,3%), when the coaggregation percentage of Salmonella enteritidis
ATCC 13076 considered, the highest coaggregation percentage was 25,0% with
L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32.
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Key Words : Lactobacillus, probiotic bacteria, EPS, aggregation, acid,
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1. GIRIS

Probiyotikler; hayvanlarda ve insanlarda antibiyotik kullanimina alternatif olabilecek
ve hayvanlardaki verimliligi hakkinda oldukca fazla arastirma yapilan 6nemli bir
konudur (Park ve ark., 2005; Na-Kyoung ve ark., 2008; Messaoudi ve ark., 2011).
Canli hayvan veya insanlara verilen mikroorganizmalarin tek veya karisik kiiltiirleri
olan probiyotikler laktik asit, asetik asit, bakteriyosin, hidrojen peroksit,
ekzopolisakkarit tiretimi gibi baz1 6zellikleri bakimindan etkilidirler. Probiyotiklerin
bu 6zellikleri, bagirsaklarda antibiyotige bagl olusan ishal, laktoz intoleransi 6nleme
veya azaltma, kolesterol diisiirme, kolon kanserini dnleme ve bagisiklik sistemi
uyarma gibi etkileri agisindan incelenmistir (Sullivan ve ark., 2005; Park ve ark.,
2007). Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO: Food and Agriculture
Organization of United Nations) ile Diinya Saglik Orgiitiine (WHO: World Health
Organization) gore yeterli miktarda probiyotik kullanimi konak {izerinde saglik
acisindan Onemlidir. Ve en oOnemli ozelligi hayvansal atik olusturmamasi ve
antibiyotiklere ihtiya¢ duyulmamasidir. Probiyotikler kanatli hayvanlarda biiylimeyi
tesvik edici ajanlar olarak kullanilmaktadir (Koenen ve ark., 2004; Mountzouris ve
ark., 2007). Ayrica kanatlilarda mikrobiyal dengeyi sagladigi, yumurta veriminde
artig1 ve gastrointestinal sistem hastaliklarini azalttigi belirlenmistir (Nahashon ve

ark., 1994).

Probiyotikler uzun yillardan beri hayvan beslemede verim arttirmaya yonelik
uygulamalar gergevesinde de kullanilmaktadir. Kanatlilar1 enfeksiyonlardan koruma
ve gelistirmeyi tesvik etmek amaciyla sindirim sistemi mikroflora {liyelerinden olugan
preparatlarm kullanimi 6ncelik kazanmistir. Ozellikle Lactobacillus tiirlerinden
olusan bu preparatlar sindirim ve absorbsiyonu kolaylastirarak  gelisimi
desteklemektedir. Ayrica epitel yiizeylerde koloniler olusturarak patojen

mikroorganizmalarin gelisimini 6nlemektedir (Karademir ve Karademir, 2003).

Laktik asit bakterileri (LAB), genel olarak giivenli (GRAS=Generally Recognized
As Safe) olarak kabul edilen organizmalardir. Cogu laktik asit bakterileri, organik

asitler, hidrojen peroksit ve bakteriyosinler gibi antimikrobiyal maddeler {iretirler.



Probiyotik olarak kullanilan tiirleri Lactobacillus acidophilus, L. casei, L. reuteri’dir
(Caglar ve ark., 2005).

Bu tez c¢alismasinda, hayvan kaynakli bazi Lactobacillus tiirlerinin bazi probiyotik
Ozelliklerinin arastirilmasi amaglanmistir. Tezin amaci dogrultusunda, bakterilerin
laktik asit ve hidrojen peroksit tretimleri, antimikrobiyal aktiviteleri, antibiyotik
duyarhiliklar, asitlige karsi direnclilikleri, safra tuzlarma karsi duyarliliklart ve

ekzopolisakkarit (EPS) iiretimleri ile agrege olma 6zellikleri belirlenmistir.

Biitiin bu ¢aligmalar sonucunda bazi probiyotik 6zellikler bakimindan iistiin nitelikli
olan hayvan kaynakli Lactobacillus spp. bakterisinin bulunmasi hedeflenmistir.
Dolayisiyla bu calisma probiyotik 6zellikleri bakimindan iistiin hayvan kaynakli
suslarin belirlenmesini ve bu konuda ¢aliganlar i¢in farkli bakis agisi getirmeyi

amaclamaktadir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Probiyotikler

Probiyotikler, canli hiicrelerde kararli olan mikroorganizmalar1 veya metabolitleri
iceren, hayvanlar ve insanlarin her ikisinde de kolonizasyonu ve bagirsak
mikrobiyota bilesimini optimize etmek ve sindirim siireci ile konagin bagisiklik
sistemini uyarici etkiye sahip biyopreparatlar olarak tanimlanmistir (Wang ve ark.,
2010a). Probiyotik mikroorganizmalarin en 0nemli grubunu laktik asit bakterileri
olusturmaktadir. Bunlarin igerisinde Bifidobacterium ve Lactobacillus cinslerine ait
tiirler en yaygin olarak kullanilan probiyotik mikroorganizmalardir ve bu bakterilerin
suslar;, normal yetiskin insanlarin gastrointestinal (GI) sisteminde ¢ok fazla
bulunurlar (Vinderola ve Reinheimer 2003). Ayrica bazi bakteri cinsleri ile maya ve
kiif tlirlerinden de probiyotik irlinlerin hazirlanmasinda yararlanilmaktadir

(Vinderolam ve Reinheimer 2003, Billoo ve ark. 2006, Kim ve ark. 2006).

2.1.1.Probiyotik mikroorganizmalarin ézellikleri

Probiyotik olarak kullanilacak mikroorganizmalar; giivenilir olmali, kullanildig:
insan ve hayvanlarda toksik madde olusturmamali, metabolik aktiviteleri ve
antibiyotiklere direngli olmali, patojen ve karsinojenik olmamali, genetik olarak
stabil olmali, hazirlama ve depolama siireclerinde istenilen siirede canliliklarini
stirdlirebilmeli, fajlara kars1 direnclilik gostermeli, biiylik Olgiilerde iiretime elverisli
olmali, mide asidine, mide sivisina ve safraya tolerans gostermeli, mukoza yiizeyine
tutunabilmeli, bagisiklik sistemini iyi yonde etkilemeli, mide-bagirsak yolunda
bulunan patojenlere kars1 antagonistik aktivite gosterebilmeli, mutajen ve karsinojen

maddelere karsi etkili olmalidirlar (Morelli, 2007; Shah, 2007).

2.2. Lactobacillus Cinsi Bakterilerin Genel Ozellikleri

Lactobacillus cinsi bakteriler anaerobik, gram pozitif ¢gubuk (Resim 2.1. ve Resim

2.2.) sekilli bakterilerdir (Makarova ve ark., 2006). Su ve toprakta hemen hemen hig



rastlanmayan bu bakterilere, tiire gére degisim gostererek siit ve siit lirlinleri ¢alisma
yerlerinde, bitki ve bitki atiklarinda, insan ve diger canlilarin bagirsak sistemlerinde
rastlanmaktadir. Lactobacillus’larin robiyotik tiirleri laktik asit, asetik asit ve
bakteriyosin gibi antimikrobiyal maddeler iireterek bagirsaklarda istenmeyen
mikrofloranin ¢ogalma hizin1 kontrol ederler ve mikrofloranin dengede olmasini

saglarlar (Ljungh ve Wadstrom, 2009).

Bazi1 Lactobacillus cinsi bakterilerin anti-inflamatuar ve anti-kanser aktiviteleri gibi
etkilere sahip olmalarinin yani sira potansiyel tedavi edici 6zelliklerinin de oldugu
belirlenmistir. 2009 yilinda Beth Israel Deaconess Tip Merkezi ve Universty of
California Los Angeles (UCLA) arastirmacilar tarafindan yapilan bir galismada,
Lactobacillus’larin bazi1 suslarinin anti-tiimor ve anti-kanser etkileri arastirilmis ve
bu suslarin koruyucu etkileri oldugu gozlenmistir. Fareler iizerinde yapilan bagka bir

calismada kolon kanserini 6nleyici etkisi oldugu belirlenmistir (Chen ve ark., 2009).

Resim 2.1 Lactobacillus acidophilus’un SEM goriintiisii
(http://www.sciencephoto.com/media/113107/enlarge)



Resim 2.2 Lactobacillus brevis’in elektron mikroskop goriintiisii (Carrascosa 2011,
Chapter 8:Lactic Acid Bacteria)

2.3. Lactobacillus’larin Antimikrobiyal Ozellikleri

Probiyotik olarak kullanilan Lactobacillus tiirleri, laktik asit, asetik asit, hidrojen
peroksit, bakteriyosin ve yag asitleri gibi ¢ok sayida antimikrobiyal bilesikler
tiretmektedirler. Baslica iiretilen organik asitlerden laktik asit ve asetik asit, mide-
bagirsak yolunda pH’ y1 dislirerek patojenler iizerinde bakterisidal veya
bakteriostatik etki gostermektedirler. Laktik asit gram negatif patojen bakteriler
tizerine etkili oldugu belirlenmigtir. LAB’lerinin iirettigi antimikrobiyal maddelerin
intestinal enfeksiyonlarinda koruyucu rol aldig: da tespit edilmistir (Ammor ve ark.,
2006; Vasiljevic ve Shah, 2008).

Lactobacillus tiirleri irettikleri bakteriyosinler, laktik asit, hidrojen peroksit ve
organik asitler ile gastrointestinal sistemde patojen olan mikroorganizmalarin
iremesini ve gelisimini engelleyerek antimikrobiyal aktivite gostermektedir.
LAB’leri bu aktivitesi ile enterik patojenlere karsi bakterisidal veya bakteriostatik
ozellik gosterirler (Taheri ve ark. 2009a).

Karimi ve ark., (2010) saglikli bir tavugun sindirim sisteminden izole ettigi L.

fermentum ve L. rhamnosus suslarinin Escherichia coli and Salmonella tiiri



patojenlere karsit antagonistik etki gosterdigini belirlemislerdir. Menconi ve ark.
(2011) yaptiklar1 bir calismada Salmonella enterica’nin civciv ve hindiler iizerindeki
patojenitesini azaltmak i¢in Lactobacillus suslarini kullanilmislar ve denemelerinde

basarili olmuslardir.

2.3.1. Laktik asit iiretimleri

Laktik asit; kozmetik, ilag, gida ve gida dis1 sanayileri, kimya sanayileri gibi ¢esitli
uygulamalar i¢in 6nemli bir kimyasaldir (Calabia ve Tokiwa, 2007; Oshiro ve ark.,
2009). Laktik asit bakterilerinin karbonhidratlarin fermantasyonu sonucunda
tirettikleri son triin laktik asittir. Laktik asidin 2 optik izomeri vardir. Bunlar; L-
laktik asit ve D-laktik asittir. D(-) laktik asitin yiiksek dozlarmnin insan viicudu igin
zararli olmasi nedeniyle gida ve ilag endiistrilerinde L(+) laktik asitin kullanimi
mevcuttur. Bu nedenle D(-) laktik asit iiretimi ile ilgili yapilan calisma sayisi azdir.
Laktik asit iireten starter kiiltlirler, fermente siit, et ve bitki {irlinlerinin Uretiminde
kullanilip ve fermantasyon sonucu olusan laktik asit, raf dmrii, tadi, aromasi, kivami
ve kalitesi bakimindan daha iyi ve gelismis bir iirliniin olugsmasinda etkili olmustur
(Hwanhlem ve ark., 2010). Buna ek olarak, laktik asit keskin asit tadinin yogurt
lezzetini artirdigi belirlenmistir (Erbas ve ark., 2006). Laktik asit bakterilerinin
trettikleri  laktik asidin  neredeyse tamamini enerji kaynagina (seker)

dontistiirebilecegi belirlenmistir (Leroy ve De Vuyst, 2004).

Laktik asit, hidrosikarbolikarboksilik asitin yapt tasidir. Biyolojik olarak
parcalanabilen bu plastik 6zellikle poli L-laktik asittir. Bu nedenle L-laktik asit
iiretimine olan talep sanayide siirekli artmaktadir. L-laktik asit {iretiminde en ¢ok L.

rhamnosus suslari kullanilmaktadir (Wang, 2010).

Laktik asit fermantasyonu, siirecinde olusan organik asitlerin miktar1 ve tiirii
(6rnegin; laktik asit, formik asit, vb.) fermantasyon yapan LAB’lerin tiir veya
suslarina, kiiltiir icerigine ve Ureme sartlarina gore farklilik gdstermektedir.
Lactobacillus tiirleri kok gruplarina gére daha yavas asit {iretirler ama asitli ortamlara

daha toleranshidirlar. Bu yiizden fermantasyonun son asamasinda LAB arasinda



baskin tiir olarak bilinmektedirler (Hwanhlem ve ark., 2010). Bununla birlikte,
fermente ettigi gidalarda laktik asidin yani sira ¢ok az miktarda asetik asit, formik
asit, etanol, aromatik maddeler, bakteriyosinler ve ekzopolisakkarit iiretirler (Shihata
ve Shah, 2002). Bu maddelerin iiretilmesi pH’nin diismesine, gidalardaki kirliligin
Onlenerek raf Oomriiniin uzamasina ve mikrobiyal gilivenligi arttirarak bakterilerin

inhibisyonuna neden olurlar (Leroy ve De Vuyst, 2004; Zhang ve ark., 2011)

2.3.2. Hidrojen Peroksit (H,0,) iiretimleri

Laktik asit bakterilerinin bazilarmin oksijenli ortamda hidrojen peroksit (H,0,)
uirettikleri bilinmektedir. Laktik asit bakterileri H,O; tirettikleri ¢esitli mekanizmalari
vardir. En fazla NADH’ 1n oksidaz enzimi yolu ile iiretirler. NADH oksijenli
ortamda hidrojen peroksiti pargalayarak toksik maddeleri olusturarak antimikrobiyal
etki gosterir ve bu bdylece gidalarin uzun siire saklanmasini saglar ve patojen

bakterilerin tiremesini engellerler (Kot ve ark. 1996).

Hidrojen peroksitin uzun siire saklanabilmesi icin 1s1, 151k ve katalizoriin olmamasi
gerekir. Hidrojen peroksit, ortamda yiiksek derisimlere ulastigi zaman, gergek
antibiyotik olmadig1 halde psikotrofik ve patojen mikroorganizmalar1 Ornegin
Staphylococcus, Streptococcus ve Clostridium gibi bir¢ok bakterilerin gelisimini
inhibe etmektedir. Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen hidrojen peroksit, patojen
ve gida bozucu bakterilerin iiremesini engelledigi i¢in, daha uzun siireli saklanabilen
gidalarin tretiminde etkili olabilmektedir (Jaroni ve Brashears 2000, Campos ve
ark., 2006). Heravi ve ark., (2011) yaptiklari ¢alismada tavuktan izole ettikleri L.
salivarius ve L. crispatus tiirlerinde yiiksek miktarlarda hidrojen peroksit tirettiklerini
L. reuteri tiiriiniin hidrojen peroksit iiretiminin ise diisik miktarda oldugunu

gbzlenmemislerdir.

Yapilan calismalarda laktik asit bakterilerinden Lactococcus lactis, L. garvieae
(Delbes-Paus ve ark., 2010), Lactobacillus spp., Leuconostoc spp. trettikleri

bakteriyosin (Arques ve ark., 2005) ve hidrojen peroksit ile S. auerus gibi patojen



bakterileri kontrol altina alarak tiremesini engelledigi belirlenmistir (Ocana ve ark.,

1999; Otero ve Nader-Macias, 2006).

2.4. Lactobacillus’larin Antibiyotiklere Kars1 Direnglilikleri

Probiyotik tedavisinin, antibiyotik tedavisi yerine cazip bir alternatif oldugu
diistiniilmektedir (Dhanani ve ark., 2011). Son yillarda biyolojik sistemlerden tip,
eczacilik, endiistri, tarim ve hayvancilikta faydalanilmaktadir. Giiniimiizde hem daha
giivenilir, hem de daha ekonomik olmasi nedeniyle her dalda biyoteknolojik
calismalara agirlik verilmistir. Probiyotik bakterilerini dogal insan florasindaki
olumlu etkileri diisiiniilerek probiyotik teknolojisinde, iistiin 6zelliklere sahip bazi
suslarin  kullanilarak, hastaliklarin tedavisinde antibiyotiklere alternatif olmasi
distintilmektedir (Cakir, 2003). Probiyotiklerin yalnizca tedavi amagli olmayip, tipta
koruyucu amagli da kullanilabilecegi, ancak bunun icin segilecek suslarin
antibiyotiklere ve antifungal ilaglara direngli olmasmin 6nemli bir kriter oldugu
bildirilmistir. Bu konuda L. rhamnosus susunda g¢alisilmis ve bu bakteri suslarinin
akut ishal tedavisi ve inflamatuar bagirsak hastaliklarin1 onledigi belirlenmistir

(Doron ve ark., 2005).

Tavuk ciftliklerinde yem katki maddesi olarak kullanilacak probiyotiklerinin
antibiyotik duyarlilik testleri de onemlidir. Bu konuda Lactobacillus crispatus
susunda denemeler yapilmis olup, ¢alisilan bu susun nalidiksik asit ve neomisin
antibiyotigine direng gosterdigi belirlenmistir. Buna karsilik, ampisilin, basitrasin,
kloramfenikol, doksisiklin, eritromisin, furazolidon i¢eren gentamisin, kanamisin,
lincomycin, oksitetrasiklin, penisilin, streptomisin, tetrasiklin ve vankomisine bu

susun duyarli oldugu gézlenmistir (Taheri ve ark., 2009a).

Lactobacillus’larin genel olarak sefoksitin, siprofloksasin, kanamisin, gentamisin,
streptomisin, teikoplanin, kotrimoksazol ve vankomisine yiiksek derecede direngli

olduklari gézlenmistir (Danielsen ve Wind, 2003).



Delgado ve arkadaglari (2007) Lactobacillus tiiriine ait bakterilerin antibiyotik
duyarhiliklarint incelemisler ve efoksitin veya penisilin direngli olduklarini

belirlemislerdir.

2.5. Lactobacillus’larin Ekzopolisakkarit Uretimi

Ekzopolisakkaritler (EPS), ¢ok sayida bakterilerin (Lactobacillus, Bifidobacterium,
Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus gibi) yiizeyinde bulunan ekzoseliiler
polimerlerdir (Ruas-Madiedo ve ark., 2006). Mikroorganizmalarin c¢evrelerine
salgiladiklar1 EPS yiiksek molekiil agirlikli seker polimerleridir (Wang ve ark.,
2010b) ve iiretildikleri mikroorganizmaya bagli olarak ortama jel ya da yapiskan
sekilde birakilir (Tieking ve Ganzle, 2005). Laktik asit bakterilerinin EPS iiretimleri
iki farkli biyosentetik yontemle yapilmaktadir. Tek tip monosakkaritten olusan
homopolisakkaritler ve ¢esitli monosakkaritlerin tekrarlayan birimlerinden olusan

heteropolisakkaritler bilinen EPS ¢esitleridir (De Vuyst ve ark., 2001).

Yapilan bir ¢alismada Lactobacillus suslarindan en fazla EPS iireten tiirlerin L.
panis, L. acidophilus, L. frumenti, L. reuteri, L. pontise oldugu belirlenmistir
(Tieking ve ark., 2003). EPS molekiillerinin, antibiyotiklere ve toksik maddelere
kars1 hiicreleri kurumadan, fagositozdan ve faj etkisinden korudugu, yiiksek oksijen
gerilimi  sagladigi ve yiizey tutunmasinda yapistirict isleve sahip oldugu
bilinmektedir (Cerning ve ark., 1992; Fukuda ve ark., 2010). Bu polimerlerin bir
diger dikkate deger 6zelligi de gida sanayinde kivam arttirict olmalaridir. EPS’lerin
immiin sistemi destekledigi, antitiimoral ve kolesterol diisiiriicii aktiviteye sahip

oldugu saptanmistir (Bouzar ve ark., 1996; Welman ve Maddox, 2003).

Ekzopolisakkarit tiretimi probiyotiklerin bagirsak yiizeyine kolonize olup canliligin
devam ettirebilmesini saglayan oOnemli bir ozelliktir (Mozzi ve ark., 2006).
Mikroorganizmalarin olusturdugu EPS, bagirsak epitel dokusu ile bagirsak florasinda
bulunan bakteriler arasinda bir bag meydana getirir. Dolayisiyla EPS iiretebilen

suslar epitele yliksek kapasitede yapisma 6zelligine sahiptirler (Boke, 2005).
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Kolesterol diistiriicii aktivitesinin yaninda immiin diizenleyiciligi EPS’nin saglik i¢in

yararli 6zelliklerinden birkagidir (Chabot ve ark., 2001, Makino ve ark., 2006).

Tavuklardan izole edilen Lactobacillus tiirlerinde EPS iiretimine iliskin herhangi bir

caligsmaya rastlanamamustir.

2.6. Lactobacillus’larin Asit ve Safra Direncliligi

Probiyotikler, 6zellikle Lactobacillus ve Bifidobacteria cinslerine ait suslar, insan ve
hayvan saghig acisindan gittikce dnemi artan tiirler olmus ve gida sektoriinde bu
durum Onem kazanmustir (Del Piano ve ark., 2006; Jones ve Varady, 2008).
Probiyotiklerin mideden gecerek ince bagirsaga ulasana kadar kolonize bir sekilde
hayatta kalmalar1 gerekir. Ince bagirsak sistemik dolasimin gerceklesecegi dnemli bir
alandir (Geboes ve ark., 2001; Reed ve Wickham, 2009). Probiyotiklerin ince
bagirsakta etkili olabilmesi igin, midenin asitli ortamin1 (pH 1,5-3,0) gegerken canli
kalmasi gerekmektedir (Stanton ve ark., 2001, Gbassi ve ark., 2011) ve bu nedenle
probiyotik mikroorganizma segiminde asitlik direnci 6nem kazanmustir. Tavuklarda
mide pH’s1 2,5-3,5 arasinda degismektedir. Mide patojen mikroorganizmalara karsi
dogal bir bariyer gorevi yaptigt icin mide pH’ sinin, asitlere dayanikl
Lactobacillus’lar hari¢ diger mikroorganizmalarin ince bagirsaga gegislerinin
onlenmesinde etkili oldugu bildirilmistir (Kum, 2006). Probiyotikler mideden
gecerken canli kalabilmeli ve sayica azalmamalar1 gerekmektedir. Probiyotik olarak
kullanilan suslarin asit direngliliklerinin yiiksek olmasi, midenin asidik ortaminda
canliliklarmi kaybetmeden bagirsak sistemine ulagsmasi ve ince bagirsakta kolonize

olabilmeleri gerekmektedir (Vasiljevic ve Shah, 2008).

Probiyotiklerin gastrointestinal sistem boyunca gastrik asit ve safra tuzlarinin varligi
nedeniyle canli sayisinda azalma meydana gelmektedir (Sultana ve ark., 2000; Duc
ve ark., 2004; Madureira ve ark., 2005) Yapilan bir c¢alismada Lactobacillus
plantarum tiiriiniin saglikli bir insanin gastrointestinal sistemi boyunca kolonize olan

en belirgin bakteri oldugu tespit edilmistir (De Vries ve ark., 2006). L. plantarum
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tiiriiniin ayn1 zamanda da ince bagirsaktaki enterik patojenlere karsi etkili oldugu

belirlenmistir (Mack ve ark., 1999; Mangell ve ark., 2002; De Vries ve ark., 2006).

Bakterilerin probiyotik sus olarak kullanilabilmeleri i¢in mide asitliginin yani sira
safra tuzlarma direngli olmalar1 da 6nemli bir 6zelliktir (FAO/WHO 2002, Burns ve
ark., 2008). Safra organik (safra tuzlari, kolesterol, fosfolipitler, bilirubin) ve
inorganik (su ve elektrolitler) bilesiklerin sulu bir karisimindan olusur. Safra,
gerektigi zaman dogrudan safra kanali yoluyla karacigerden onikiparmak bagirsagina
gecer veya sindirim i¢in hemen gereksinim yoksa safra kesesinde depolanabilir (Pan
ve ark., 2011). Mide 1,5 ile 3 arasinda bir pH degerine sahiptir ve iist bagirsakta safra
3-5 g/l igerir. Giinde 500-700 ml miktarinda ince bagirsaga salgilanan safra,
bakterilerin biiyiikk oranda lipit ve yag asidi igeren hiicre membranina zarar vererek
antimikrobiyal etki gostermektedir (Demain, 1999). Genellikle, probiyotiklerin
secimindeki safra toleransi c¢aligmalarinda %0,15 ve %0,30 konsantrasyonlarinda
safranin  kullanilmas1  Onerilmektedir (Huang ve Adams, 2004). Safra
konsantrasyonunun insandaki degerine yakin bir deger olmasindan dolay: safraya
direngli olan suslar1 belirlemek icin 6zellikle %0,30° liik safra konsantrasyonunun

onemli oldugu yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (Erkkila ve Petaja, 2000).

Yapilan bir c¢aligmada farkli pH konsantrasyonlarina direngliligi ile ilgili L.
fermentum susu tlizerinde denemeler yapilmis, pH 3 ortaminda inkiibe edilmis ve
iremesi gerceklesmistir. Bu susun hayatta kalmak icin asitli ortamlara dayanikli
oldugu ortaya konulmustur. Yine L. fermentum suslarnn farkli safra
konsantrasyonlarinda da test edilmis ve 3 g/L safra tuzu ile inkiibasyonu sonucunda
safraya direngli oldugu belirlenmistir. L. fermentum susunun pH ve safraya direngli
oldugu belirlenmis ve bu nedenle probiyotik bakteri olarak kabul edilmistir (Pan ve

ark. 2011).

Strompfova ve arkadaslart (2006) tarafindan yapilan bir diger c¢alismada L.
fermentum AD1 susunun % 1 safra varliginda iiredigi, Lin ve ark., (2007) tarafindan
yapilan bir calismada da tavuktan izole ettikleri L. fermentum SGM3 susunu % 0,3

safra tuzu varliginda gelistigi belirtilmistir.
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2.7. Lactobacillus’larin Otoagregasyon ve Koagregasyon Yetenegi

Laktik  asit  bakterileri  tarafindan  gastrointestinal  sistemin  patojen
mikroorganizmalarla inhibisyonun engellenmesi insan sagligi agisindan ¢ok
Oonemlidir ve bu yiizden probiyotik bakterilerde aranilan diger bir Ozellikte
agregasyon yetenegidir (Xie ve ark., 2012). Agregasyon toplanma veya kiimelenerek
bir araya gelmek demektir. Probiyotik bakterilerin olumlu etkilerinin ortaya ¢ikip
gbzlenebilmesi icin bu bakterilerin etkin bir bicimde sahip olduklar1 agregasyon
yetenegi ile kiimelenerek veya toplanarak c¢ogalabilmelidirler. Bu bakterilerin
gastrointestinal sistemde bagli bulunmalar1 ve bagirsak epitelyumunda tutunmalari
kolonizasyon ve enfeksiyon i¢in onemlidir (Salminen ve ark., 2010). Agregasyon
otoagregasyon ve koagregasyon olmak iizere iki ayr1 konu olarak incelenir (Collado
ve ark., 2007a). Ay tiire ait mikroorganizmalarin birbirleri ile tutunarak
olusturduklart hiicre kolonileri seklinde tanimlanmakta olan otoagregasyon birgok

mikroorganizma tiiriinde gézlenmektedir (Nikolic ve ark., 2008).

Probiyotik bakterilerin agregasyon yetenegi ile bunlarin tutunma yetenegi arasinda
anlaml bir iliski oldugu (Collado ve ark., 2007b) ve yine koagregasyon yetenegi ile
patojenlerle etkilesime girebilme yetenegi arasinda bir korelasyon bulundugu

bildirilmektedir (Collado ve ark., 2008).

Koagregasyon iki farkli tiire ait mikrorganizmalarin birbirlerine tutunmasi seklinde
tanimlanabilir. Koagregasyonda probiyotik bakteriler gastorintestinal sisteme giren
patojenlere yapisarak, patojen mikroorganizmalarin gelisimlerini inhibe ederler.
Lactobacillus tiirleri koagregasyon yetenekleri ile patojenlerin kolonizasyonunu
onlemek igin bir bariyer olustururlar (Ocana ve ark., 2002, Schachtsiek ve ark.,
2004).

Lactobacillus suslarinin bagirsak hiicrelerine yapismasinda lipotekoik asitin etkili
oldugu belirlenmistir. Lactobacillus cinsi bakterilerinin farkli tiirler arasinda farkli
farkli yapisma o6zellikleri oldugu gézlenmistir (Xu ve ark., 2009). Baz1 arastirmacilar

hidrokarbonlarin mikrobiyal yapigsma arasinda anlamli bir iligki oldugunu yani
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yiizeye yapigsma yetenegi ve hidrofobiklik arasinda korelasyon bulundugunu
diistinmektedirler (Ehrmann ve ark., 2002; Xu ve ark., 2009; Heravi ve ark., 2011).

Laktik asit bakterilerinin koagreasyon 6zellikleri nedeniyle bulundugu ortamda diger
enterik  bakterilerle rekabet haline girerek dominant bir sekilde kolonize
olmaktadirlar ve bu Ozellik ile probiyotikler, kendi populasyonlarinin

devamliliklarini saglamis olurlar (Mastromarino ve ark., 2002).

2.8. Kanath Hayvan Beslenmesinde Probiyotik Kullanim

Kanatli hayvanlarda bagirsak mikroflorasinin %90’lik kismini; Lactobacillus ve
Bifidobacterium cinsleri gibi fakiiltatif laktik asit tireten bakteriler ile Bacteroides,
Fusobacterium ve Eubacterium cinsleri gibi tam anaerob bakteriler olusturmaktadir
(Mitsuoka, 2002; Tejedor-Junco ve ark., 2005). Floranin geri kalan %10’ unu ise; E.
coli tiirti ile Enterococ’lar, Clostridium, Staphylococcus, Blastomyces, Pseudomonas
ve Proteus cinsleri olusturmaktadir. Bu orandaki degisikligin sonucunda, performans
diismesi ve enfeksiy6z hastaliklar goriilebilmektedir (Yurtalan ve Ates, 1995).
Lactobacillus cinsi bakteriler 2 haftalik gen¢ tavuk bagirsaklarinda agirlikli olarak
bulunurlar (Amit-Romach ve ark., 2004). Asit toleransi yiiksek olan Lactobacillus ve
Streptococcus cinsi bakteriler, mide epitelinin histolojik bolmeleri arasinda yogun
olarak bulunurlar. Bu bakteriler, kulugckadan c¢iktiktan hemen sonra civcivlerde
goriilmeye baslar ve hemen ilk hafta mide duvarlarina kolonize olurlar (Nir ve

Senkdyli, 2000).

Lactobacillus’lar, civcivler yumurtadan ¢iktiktan hemen sonra bagirsak sisteminin
mikroflorasinda hakim olmaya baslamakta ve bunlarin yasam siiresi boyunca
bagirsak epitellerine bagli olarak kalmaktadirlar. Konake¢ilar1 olan tavuklarla
simbiyotik bir iliskiye giren bu mikroorganizmalar bagirsak florasmin bilesimini
diizenlemeye yardimci olmaktadirlar (Fuller, 1973; Senkoyli ve ark., 2002).
Laktobasillerin bu ozellikleri, Oncelikle organik asit, bakteriyosin ve/veya
bakteriyosin benzeri maddeleri iiretme kabiliyetleri ile yakindan ilgilidir (Fuller,

1973; Larsen ve ark., 1993). Diger yandan laktobasiller, laktik asit basta olmak
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tizere, TUrettikleri organik asitler ve bakteriyosin ve benzeri metabolitlerle
gastrointestinal sistemde meydana gelen enfeksiyonlarin dnlenmesinde ¢ok onemli
rol oynamaktadirlar. Et tavuklarinin bagirsak sisteminin dogal florasinda bulunan
laktobasiller, bu ozellikleri nedeniyle 6ncelikle konake1, dolayli olarak da insan

sagligini etkilemektedir (Modler ve ark., 1990).

Kursakta olusan yararli mikroflora nisasta partikiilleri lizerine yapisarak, organik
asitlerin {iretilmesini ve pH’nin 4,5’ ten daha asagi diizeylere cekilmesini saglar.
Kursak epitelyum hiicrelerine tutunup, kolonize olabilme yetenegindeki yararli
mikroflora E. coli’ yi baskilar ve bazi maya tiirlerinin gelismesini 6nler (Yildirim,

2002).

Kanatli hayvan endiistrisinde son on yil i¢cerisinde laktik asit bakterilerinin kullanimi
hem gelisim {izerine hem de patojen mikroorganizmalar {izerine etkisi dnemli bir
konu olmustur (Musikasang ve ark., 2009; Taheri ve ark., 2009b; Angelakis ve
Raoult, 2010; Surachon ve ark., 2011). Kanatlilarda, biiyiime ve saglhigin
tyilestirilmesinde, gastrointestinal kanaldaki mikrobiyal popiilasyon dengesinin
Oonemi ¢ok biiyiiktiir. (Mountzouris ve ark., 2007; Rehman ve ark., 2007). Ciinkii
mikrobiyal popiilasyonun aktivitesindeki kiigiik bir degisiklik bile kanatlilardaki
tiretkenlikte ve saglikta etkili olabilmektedir ve bu durum insan sagligi i¢in ¢ok

onemlidir (Dawson, 2001).

Yem katkisi probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar; Lactobacillus
acidophilus, L. rhamnosum, L. lactis, Streptecoccus thermophilus, S. lactic,
Streptococcus thermophilus ve Saccharomyces cerevisia’dir. Ayrica kanath
bagirsaginda ¢ok fazla bulunan Lactobacillus grubu bakteriler, diger patojen
bakterilere antagonistik etki yapan bakteriyosin veya bakteriyosin benzeri maddeleri
tiretirler. Ayrica Lactobacillus’lar mide pH’ smna en dayanikli olan ve sindirim
kanalindan gecis esnasinda canliliklarini koruyabilen bakterilerdir (Erdogan, 1999;

Yildirim, 2002).
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Kanatli karma yemlerine probiyotik ilavesinin hayvanlarin canli agirlik kazancini
artirdigl, yemden yararlanma degerini iyilestirdigi, yumurta verimi ve civciv
iretiminde artis sagladigi ve bagirsaklarda antibakteriyel bir etki gostererek
gastrointestinal hastaliklar1 azalttifi yoniinde arastirma bulgular1 olmasina ragmen
etki mekanizmalar1 konusunda belirsizlikler bulunmaktadir. Yumurta tavugu
yemlerine Lactobacillus ilavesinin yumurta verimi, giinliik yem tiikketimi, yumurta
agirligi ve iri yumurta oranmi onemli diizeyde artirdigini, yemden yararlanma
degerini 1iyilestirerek tavuklarin yasama giliciinii olumlu yonde etkiledigini
bildirilmigtir (Nahashon ve ark., 1993). Yapilan bagka bir arastirmada ise, yem
igerisine Lactobacillus ilavesinin yumurta verimi, yumurta Kkitlesi ve yumurta
agirligim1  azaltarak yemden yararlanma degerini olumsuz yonde etkiledigi
belirlenmistir (Mohan ve ark., 1995). Benzer diger ¢alismalarda ise, yeme probiyotik
(Lactobacillus spp.) ilavesinin yumurta verimini artirarak yemden yararlanma

degerini iyilestirdigi bildirilmistir (Kruger ve ark., 1977; Abdulrahim ve ark., 1996).

Yeo ve Kim (1997), broiler civcivlerinde probiyotik (L. casei) uygulamasinin ince
bagirsaklarda iireaz aktivitesini diisiirdiigiinii bunun da erken yastaki broylerlerin

saglig ve gelisimi i¢in faydali olabilecegini bildirmektedirler.

Kanatlilarda enfeksiyonlardan koruma ve gelisimi desteklemek amaciyla sindirim
sistemi mikroflora iiyelerinden olusan preparatlarin kullanimi giincellik kazanmistir
Ozellikle Lactobacillus cinslerinden olusan bu preparatlar sindirim ve absorbsiyonu
kolaylastirarak gelisimi tesvik etmistir. Ayrica epitel yiizeylerde koloni olugturarak
patojen mikroorganizmalarin gelisimini inhibe etmistir (Karahan ve Cakmakgi,
2002).

Mikelsaar ve Zilmer (2009), kanatli hayvanlarda probiyotik olan birden fazla
Lactobacillus susunun verilmesi ile birgok hastaligin 6nlenmesinde daha basarili

olunabilecegini belirtmislerdir.
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Probiyotikler hayvanlarda sindirim sistemi ile ilgili baz1 hastaliklarin korunmasinda
ve tedavisinde kullanilmaktadir (Roos ve Katan, 2000). Dogal olmalari, hayvana
herhangi bir zarar vermemeleri, sindirim kanalindan absorbe olmamalar1 gibi

Ozelliklerinden dolay1 antibiyotiklere alternatif olarak disiiniilmektedir (Sarica,
1999).

Lactobacillus grubu bakterileri, hizli gelisen broylerlerin bagisiklik sisteminin
gelisimi agisindan  dnemi  biiyiiktiir. Ozellikle bagirsaklarda ¢esitli  yangi
reaksiyonlarina yol agan antijenlere karsi koruma saglayan Lactobacillus grubu
bakterilere gereksinim vardir. Bozkurt ve arkadaslari (2005) yeme prebiyotik,
probiyotik ve organik asitlerin birlikte veya ayr1 ilave edilmelerinin, broyler
performans ve karkas karakteristikleri lizerine etkilerini arastirmiglar ve bu yem
katkilarmin biiyiitme faktorii olarak kullanilabilecegi sonucunu ortaya koymuslardir.
Ayrica, deneme periyodu siiresince prebiyotik ve probiyotigin tek baglarina
kullanimlarina oranla birlikte kullanimlarinin daha yararli etki gosterdigini

saptamiglardir.

Probiyotiklerin kanatli hayvanlarda kullanim etkileri asagidaki sekilde 6zetlenmistir

(Nir ve Senkdylii, 2000; Yildirim, 2002; Polat ve Ozdiiven, 2004):
*Hidrojen peroksit lireterek antibakteriyel etki meydana getirirler.
*Yemde bulunan c¢oziinebilir sekerlerin veya ugucu yag asitlerinin (laktik asit)
dogrudan kullanim1 ile Lactobacillus grubu bakteriler igin besin ortami

olusturabilirler.

Lactobacillus’lar, E. coli’ ye kars1 antienterotoksin salgilayarak, E. coli’nin toksik

amin sentezini engellerler.

*Safra tuzlari ve yag asitlerini enteropatojen mikroorganizmalarin etkisinden

koruyarak, bunlarin toksik veya zararli irlinlere doniisiimiinii 6nlerler.
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*Probiyotikler bagirsakta asit ortam olugsmasiyla diger bakteri tiirleri i¢in diisman bir

mikroekoloji olusturur.

*Bagta laktik asit olmak iizere, asetik asit ve formik asit gibi organik asitleri iireterek
bagirsak pH’sin1 diigiirmekte, notr ve bazik ortamlarda yasayabilen genelde zararl
etkisi olan gram negatif patojen mikroorganizmalarin iremesini engelleyen bir ortam

olusturmaktadirlar.

*Yikseltgenme-indirgenme potansiyelini diisiirerek aerobik mikroorganizmalarin
geligsmesini inhibe ederler. Hayvanin sindirim enzimleri ile simbiyotik olarak ¢alisan
lipaz, proteaz, amilaz, betaglukanaz, ksilanaz ve selillaz gibi enzimleri iireten
probiyotikler 6zellikle sindirim sistemi tam olarak gelismemis olan hayvanlarda
yemlerin sindirimine katkida bulunurlar. Ayrica ince bagirsakta laktaz, sukraz ve

maltaz enzimlerinin aktivitelerini arttirirlar.

*Bakteriyel enzimatik aktivite; bu alanda yapilan c¢aligmalarin ¢ogu aktif
karsinojenlerin iiretiminde etken olan enzimlerle iligkilidir. Deneme hayvani olan
farelere veya insanlara, Lactobacillius acidophilus verilmesiyle yem veya
yiyeceklerinde bulunan prokarsinojenlerden, aktif karsinojenlerin iiretilmesinde
etken olan nitrorediiktaz, azorediiktaz ve glukorunidaz gibi enzimlerin aktivitesi
diismiistiir. Glukorunidaz aktivitesinin diismesi, igme sularina yogurt ilave edilen

civcivlerde de gozlenmistir.

*Amonyak, indol, skatol, merkaptan, toksik aminler ve siilfitler gibi toksik maddeler
tireten mikroorganizmalarin ¢ogalmasini inhibe eden probiyotikler, bu tiir zararh

bilesiklerin sindirim sisteminde birikimini ve emilimini azaltirlar.

*Probiyotikler, bagirsak duvarindaki villilere tutunarak hafifce asidik bir ortam
olusturur ve patojen bakterilerin hastalik yapmasini oOnlerler. Faydali bakteriler
ayrica, bazi 6nemli enzimleri iireterek nisasta olmayan polisakkaritleri (seliiloz,
hemiseliiloz, pektin ve oligosakkaritler vs.) parcalayarak besin maddelerinin sindirim

ve emilimini arttirirlar. B kompleksi vitaminlerle K vitamininin sentezini saglarlar.
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*Bagisiklik sisteminin stimiilasyonu; son yillarda kanath {iretiminde uygulanan hizli
bliylime yoOniindeki yogun genetik seleksiyon, yemlerin etkin bir sekilde canli
agirliga donlismesine ve bu potansiyelin giderek artmasina yol agmistir. Ancak canli
agirlikta ve yemden yararlanmada saglanan bu gelismelerin bedeli hayvanlarda
bagisiklik sistemi dahil olmak iizere kimi biyolojik dengelerin bozulmasi olugsmustur.
Bu durumda giintimiizdeki genetik materyalde bagisiklik sistemine gereken destegi
vermek i¢in bazi Onlemlerin alinmasi gerekir. Hizli gelisen etlik piliclerde,
Lactobacillus grubu bakterileri serum protein ve globulin seviyelerini yiikselterek
bagisiklik  sisteminin  gelismesinde onemli roller {istlenebilirler. Ozellikle
bagirsaklarda yangi (enflamation) reaksiyonlarina yol agan antijenlere karsit koruma

saglayan Lactobacillus grubu bakterilere gereksinim vardir.

Probiyotikler kanatlilarda olduk¢a yaygin olan Salmonella etkenlerine karsi
civcivlerde dogal bagirsak florasinin gelisimini hizlandirmak suretiyle direng
gelisimi icin basariyla kullanilmaktadir. Bu amagla ilk uygulama 1976 yilinda,
Finlandiya'da yapilmistir (Cakir ve ark., 2002). Ayrica probiyotikler E. coli, Shigella,
Salmonella, Proteus, Vibrio, Pseudomonas gibi birgok patojen etkene karsi
antagonist tepki gostererek bunlarin mukozalara yerlesip kolonize olmalarmi ve
tahribat olusturmalarini 6nlerler (Rolfe, 2000). Probiyotiklerin, kanatlilarda humoral
immiin cevabit Onemli derecede artirdigi bildirilmistir (Koenen ve ark., 2004).
Probiyotiklerin etlik pili¢ ince bagirsak ve sekumunda E. coli kolonizasyonunun
azaltilmasinda olumlu etkileri bulundugu belirlenmistir (Jones, 1991; Eren ve ark.,
1999). Yapilan bir calismada erigkin broylerlerin bagirsak igeriklerinin bir gilinliik
civcivlere oral yoldan verilmesiyle, Salmonella enfeksiyonlarina karsi direng artisi

saptanmugtir (Bilal ve ark., 1999).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, kanatlilarda enfeksiyonlara neden olan Salmonella
sp. ve Listeria monocytogenes ‘e karsi Lactobacillus suslart kullanilmistir (Pascual ve
ark., 1999; Vicente ve ark., 2007). Yapilan bagka bir c¢alismada ise kanath
hayvanlarda Clostridium perfringens nedeniyle olusan nekrotik enteritis hastaliginin,
L. johnsonii FI9785 susunun kullanilmastyla birlikte azaldig1 kanitlanmistir (Santini

ve ark., 2010). L. acidophilus, L. casei, B. thermophilus ve E. faecium igeren
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probiyotik formiilasyonu ile desteklenmis standart bir diyet ile beslenen etlik
piliclerde Camphylobacter jejuni miktarinda %70 oraninda azalma goriildiigii rapor
edilmistir (Willis ve Reid, 2008).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Arastirma Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Biyoteknoloji
Laboratuvari kiiltiir koleksiyonunda bulunan tavuklarin gastrointestinal sisteminden
izole edilerek molekiiler yontemlerle (16 S rRNA) tanimlanan 18 adet Lactobacillus

cinsi bakteri ile ylratilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Lactobacillus sp. suslarin kodlar1

No | Bakteri Kodu
1 | Lactobacillus acidophilus BAZ22
2 | Lactobacillus acidophilus BAZ29
3 | Lactobacillus acidophilus BAZ36
4 | Lactobacillus acidophilus BAZ43
5 | Lactobacillus acidophilus BAZ51
6 | Lactobacillus acidophilus BAZ54
7 | Lactobacillus acidophilus BAZ59
8 | Lactobacillus acidophilus BAZ61
9 | Lactobacillus acidophilus BAZ63
10 | Lactobacillus acidophilus ZYN13
11 | Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32
12 | Lactobacillus salivarius ZYN9
13 | Lactobacillus salivarius ZYN15
14 | Lactobacillus salivarius ZYN23
15 | Lactobacillus rhamnosus BAZ78
16 | Lactobacillus fermentum ZYN17
17 | Lactobacillus sp. ZYN31
18 | Lactobacillus sp. BAZ29
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3.1.1. Arastirmada kullanilan test bakterileri

Arastirmada Escherichia coli ATCC 11229, E. coli O157:H7, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Salmonella enteritidis ATCC
13076, Shigella sonnei Mu:57 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 test
bakterisi olarak kullanilmistir. Test bakterilerinin temin edildigi kaynaklar Cizelge

3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Test bakterilerinin temin edildigi kaynaklar

Refik Saydam Hifzisihha
Escherichia coli ATCC 11229 Merkez Bagkanligi Kiiltiir
Koleksiyonu

. _ Ankara Universitesi Gida
S lioTal Miihendisligi Blimii

Hacettepe Universitesi Tip
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari

L Ankara Universitesi Gida
Listeria monocytogenes ATCC 7644 I Bliedral e Bl
Ankara Universitesi Gida

Miihendisligi Bolimii
Refik Saydam Hifzisthha
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Merkez Bagkanlig1 Kiiltiir

Koleksiyonu

Salmonella enteritidis ATCC 13076

Mugla Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji

Shigella sonnei Mu:57 Bolimiu

(Dog. Dr. Aysel UGUR’ dan
temin edilmistir.)
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3.1.2. Arastirmada kullanilan besi ortamlari

Lactobacillus cinsine ait suslarin gelistirilmesi, metabolik {riinlerin tespiti,
antibiyotik duyarlilik, EPS, antimikrobiyal aktiviteleri, asit ve safra direnglilikleri ile
otoagregasyon ve koagregasyon yeteneklerinin incelenmesinde Man Rogosa ve
Sharp (MRS) s1v1 besiyeri kullanilmistir (De Man ve ark., 1960).

MRS s1v1 besiveri

Pepton (Merck) 10,09
Beef Ekstrakt (Merck) 10,09
Yeast Ekstrakt (Merck) 5090
Glukoz (Merck) 2009
K2HPO4 (Merck) 209
Na-Asetat. 3H,0 (Merck) 5090
Tri Amonyum Sitrat (Merck) 209
MgSO4. 7H,0 (Merck) 0,2g
MnSO4. 4H,0 (Merck) 0,059
Tween 80 (Merck) 1mL

Maddeler 1000 mL distile suyla tamamlanmistir. Besi ortaminin pH’s1 1 M HCl ve 1
M NaOH’le 6,2+0,2’ye ayarlanmistir. Amaca uygun olacak sekilde besi ortamina
%1,5 oraninda agar (Merck) ilave edilip kati besi ortami hazirlanmistir. Besi ortami

121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir (Halkman, 2005).

Arastirmada kullanilan test bakterilerinin gelistirilmesi i¢in Nutrient sivi besiyeri

kullanilmastir.

Nutrient s1vi besiveri

Beef Ekstrakt (Merck) 19
Yeast Ekstrakt (Merck) 29
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Peptone (Merck) 50
Sodyum Klorit (Merck) 50

Maddeler tartilip distile su ile 1000 mL’ ye tamamlanmistir. Besi ortamimin pH’s1 1
M HClI ve 1 M NaOH’le 6,8+0,2’ye ayarlanmigtir. Amaca uygun olacak sekilde besi
ortamina %]1,5 oraninda agar (Merck) ilave edilip kat1 besiyeri hazirlanmistir. Besi

ortami1 121°C’de 15 dk otoklavda steril edilmistir (Halkman, 2005).

3.2. Metot

3.2.1. Bakterilerin muhafazasi

Suslarin muhafazasi igin 1,5 mL’lik agz1 kapakl tiiplere 0,4 mL gliserol konularak,
121°C’de 15 dk otoklavda steril edilmistir. Bakteriler uygun sivi besi ortaminda iki
kez ardi ardina aktiflestirilmistir. Aktiflestirilen kiiltiirlerden 0,6 mL gliserol iceren
steril agz1 kapakl: tiiplere ilave edilerek, -20°C’de muhafaza edilmistir. Muhafazaya

alinan stoklar iki ayda bir yenilenmistir (Cetin, 1983).

3.2.2. Laktik asit tiretimi

Lactobacillus spp. aktif suslarindan 10 mL’ lik MRS siv1 besiyerlerine %2 oraninda
inokiile edilerek 37 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda
cam erlenlere aktarilarak 90 mL distile su ile 100 mL’ye tamamlanmustir. Uzerine 2-
3 damla fenol fitaleyn indikatérii damlatilarak, 0,1 M NaOH (Merck) ¢ozeltisi ile
titre edilmistir. Bakterilerin {irettigi asit titre edilebilir ylizde asitlik olarak

hesaplanmistir (Demirci ve Glindiiz, 1994).

Harcanan 0,1 M NaOH (mL) x 0,9
% Asitlik = (3.2)
mL 6rnek
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Fenol fitaleyn indikatorii; 0,1 gram fenol fitaleyn (Merck) %60’lik etil alkolde

(Merck) ¢oziilerek hazirlanmastir.

3.2.3. Hidrojen Peroksit iiretimi

Lactobacillus spp. suslarinin hidrojen peroksit tiretimi Gilliland (1969) > in metoduna

gore spektrofotometrik olarak belirlenmistir.

Lactobacillus spp. aktif suslarin dan 10 mL’ lik MRS siv1 besiyeri %2 oraninda
inokiile edilerek 37 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
orneklerin pH’ s1 1 M HCl ile 4,5 + 0,2’ ye ayarlanmistir. 0,1 M Asetat tamponundan
2 mL eklenmis ve 20 mL distile su ile seyreltilerek, karistirilmistir. Ornekler 5000
rpm’ de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santriflij edilen 6rnekler Whatman 42 no’ Iu
filtre kagidi ile siiziilmiis, siiziilen sividan 5 mL alinarak 1 mL distile su i¢eren tiipe
konulmustur ve 0,1 mL o-dianisidin ilave edilmistir. Bir baska tiipe de siiziilen
stvidan 5 mL alinarak 6rnek tiipe 1 mL horseradish peroksidaz, 0,1 mL o-dianisidin
soliisyonlar1 konulmustur. Tiipler iyice karistirilmis ve oda sicakliginda 10 dakika
bekletilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 0,2 mL 4 M HCI ile reaksiyon durdurularak
renk sabitlenmistir. HCI eklenmesinden 5 dakika sonra her bir 6rnegin 400 nm dalga

boyunda spektrofotometrede (Hitachi U-1800) 6lgtimleri gergeklesmistir.

Sonuglar standart egri ile karsilastirilarak, hidrojen peroksit miktarlart pg/mL olarak

saptanmuistir.

Standardin hazirlanmasi;

1. 0,01 M asetat tamponun (pH 4,5) icinde mL’ de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 ve 10 mL

H,0, igeren 10 mL’lik standartlar hazirlanmistir.

2. Analiz i¢in her bir test tiiptinde 1 mL horseradish peroksidaz, 0,1 mL o-dianisidin

sollisyonu igeren tiiplerde seyreltilen 5 mL standartlardan konulmustur.
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Korv olarak; 5 mL 0,01 M asetat tamponu, 1 mL horseradish peroksidaz, 0,1 mL o-

dianisidin soliisyonlar1 kullanilmistir.

3. Tiipler iyice karistirilmis ve oda sicakliginda 10 dakika bekletilmistir.

4. Inkiibasyon sonrasinda 0,2 mL 4 M HCI ile reaksiyon durdurularak renk

sabitlenmistir.

5. HCI eklenmesinden 5 dakika sonra her bir standardin 400 nm dalga boyunda

spektrofotometrede Ol¢iimleri gergeklesmistir.

6. Hidrojen peroksit standart kurve cikarilmistir. Standart kurve den 1 pg/mL

hidrojen peroksite tekabiil eden hidrojen peroksit hesaplanmastir.

Kullanilan Cozeltiler:

Horseradish Peroksidaz Soliisyonu

Distile Su 1mL
Horseradish Peroksidaz 1 mg

Analizlerde 1: 100 oraninda distile suda seyreltilerek kullanilmigtir.

O-dianisidin Soliisyonu

Distile su i¢inde 1: 100 seyreltilerek kullanilmistir.

0,01 M Asetat Tamponu

Sodyum Asetat 1,369
Distile Su 1000 mL
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3.2.4. Antibiyotik duyarhhg:

Calismada probiyotik bakteri kiiltiirlerinin gelisimini olumsuz etkiledigi diisiiniilen
ve tavuk yemlerine siklikla katilan antibiyotikler kullanilmistir. Suslarin antibiyotik
duyarliklarinin ~ belirlenmesinde ~ disk  diflizyon  yontemi  kullanilmistir.
Lactobacillus’larin hiicre duvar sentezini inhibe eden penisilin G (10 unit) ve
ampisilin (10 pg); protein sentezini inhibe eden streptomisin (10 pg), gentamisin (10
ug), kloramfenikol (30 pg) ve kanamisin (30 pg); niikleik asit sentezini inhibe eden
rifampisin (5 ug) ile sitoplazmik zar sentezini inhibe eden vankomisin antibiyotikleri

ile antibiyotiklerine duyarliliklar: test edilmistir (Taheri ve ark., 2009b).

Lactobacillus suslart MRS s1vi1 besi ortaminda 37+1°C’ de 18-20 saat inkiibe edilerek
aktiflestirilmistir. Aktif kiiltirlerden MRS besi ortamina ikiser paralelli olarak ekim
yapilip, 37£1°C’ de 18-20 saat gelistirilmistir. MRS kat1 besiyerinden petri plaklarina
20 mL aktarilip, oda sicakliinda donmaya birakilmistir. Aktif kiiltiirlerin
yogunluklar1 0,5 Mc Farland bulanikligina esdeger olarak ayarlandiktan sonra 100
pL alinip, sisteinli MRS (Merck) plaklarina aktarilmis ve homojen bir sekilde
yayilmasi saglanmistir. Antibiyotik diskleri petri kutusunun kenarindan 10 mm ve
birbirinden 15 mm uzaklikta olacak sekilde steril olarak besi ortaminin iizerine
yerlestirilmistir. Petriler 37°C” de 18-20 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
bitiminde antibiyotik disk ¢evresinde olusan zonlarin ¢apt kumpas ile milimetrik
olarak Ol¢lilmiistiir (Taheri ve ark., 2009b). Sonuglar CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute) kriterlerine gore degerlendirilmistir (CLSI, 2011).

3.2.5. Antimikrobiyal aktivite
Calismada kullanilan Lactobacillus  suslarimin  antimikrobiyal —aktivitesinin

belirlenmesi Reinheimer ve arkadaslar” nin (1990) metoduna gore yapilmistir

(Reinheimer ve ark., 1990, Gonzalez ve ark., 2007).
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Lactobacillus spp. suslar1 37 °C’ de iki kez ard arda aktiflestirilmistir. Aktif kiiltiirler
5000 dev/dk.” da 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda olusan berrak
kisim (siipernatant) steril sartlar altinda 0,45 pm’ lik disposible filtre ile

mikrofiltrasyon yolu ile sterilize edilmistir.

Inhibisyon zonunun tespiti icin test bakterileri olarak Escherichia coli ATCC 11229,
E. coli O157:H7, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria monocytogenes
ATCC 7644, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Shigella sonnei Mu:57, ve

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 kullanilmstir.

Test bakterileri Nutrient sivi besi ortaminda aktiflestirilmistir. Aktif kiiltiirlerden
steril petri kabi lizerine 50 pL aktarilmistir. Bu islemden sonra daha onceden
hazirlanip 121 °C’ de 15 dakika otoklavda steril edilmis olan ve yaklasik olarak 50
°C’ ye kadar sogutulmus olan Nutrient Kat1 besiyeriden her petri kabina 20 mL ilave
edilip, besi ortam1 ve petri kab1 zeminine inokiile edilen test bakterilerinin homojen
bir sekilde karigmasi saglanmistir. Homojenlik saglandiktan sonra petri kabi
icerisindeki Nutrient Kat1 besiyerinin donmast i¢in 2 saat buzdolabinda
bekletilmistir. Donan kat1 besiyeri {izerinde 6 mm ¢apindaki steril ¢ubukla kuyular
acilmistir. Kuyularin tabanlar1 steril agarla tekrar sivanmistir. Daha sonra bu
kuyulara Lactobacillus spp. suslarinin siipernatantindan 100 uL ilave edilmis ve 37
°C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda kuyu cevresinde
olusan zonlarin capt kumpas ile Ol¢ililmiistiir ve cap Ol¢limleri milimetrik olarak

verilmistir.

3.2.6. Ekzopolisakkarit (EPS) iiretimi

Aktif suglarin optik yogunluklar1 spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda
0,60+0,02’ye ayarlanarak MRS siv1 besiyerlerine %2 oraninda inokiile edilmistir. 37
°C’de 24 saatlik inkiibasyon sonunda kiiltlirlerden 1’er mL ependorf tiiplerine
alinarak 100 °C’de 15 dakika kaynatilmistir. Ornekler oda sicakligina geldikten

sonra iizerine %17 oraninda %85’lik trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi eklenerek
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13,000 rpm’de 25 dakika santrifiij edilmistir (Frengova ve ark., 2000). Elde edilen
siipernatantlar temiz bir ependorf tiipline alinarak iizerine esit hacimde etanol
eklenmistir. Ornekler 15 dakika 13,000 rpm’de santrifiij edilmis ve EPS’nin ¢dkmesi
saglanmistir. Elde edilen ornekler 1 mL distile suda ¢oziildiikten sonra iiretilen EPS

miktarinin belirlenmesi i¢in fenol siilfirik asit metodu uygulanmistir (Dubois ve ark.,

1956; Torino ve ark., 2001 ).

Fenol sulfirik asit metodu:

Orneklerin iizerine 0,5 mL fenol (Sigma) ve ardindan hizli bir bicimde 5 mL siilfirik
asit (Merck) eklenerek oda sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra iyice
calkalanmis ve 30°C’de 15-20 dakika bekletilmistir. Orneklerin optik yogunluklari
490 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak dl¢iilmiistiir.

Kiiltiirlerin iirettigi EPS miktarlarim1 hesaplamak i¢in 5-100 mg/L arasinda degisen
oranlarda glukoz cozeltisi kullanilarak standart c¢ikarilmistir. Bu standarda gore

uretilen EPS miktar1 mg/L olarak belirlenmistir (Torino ve ark. 2001).

3.2.7. Farkh pH degerlerine tolerans

Lactobacillus spp. suslarmin asit direnglilikleri Chung ve ark. (1999)’nin metoduna
gore belirlenmistir. Lactobacillus spp. suslar1 37°C’ de iki kez ard arda MRS s1v1 besi
ortaminda  aktiflestirilmistir. Aktif  kiltlirlerin ~ optikal yogunluklari
spektrofotometrede 600 nm de 0,60+0,02’ye ayarlanmistir. OD degerleri ayarlanan
bakterilerden %2 oraninda, pH’ s1 4 M HCI (Merck) ile 1, 2, 3 ve 6’ya ayarlanan
MRS siv1 besiyerlerine inokiile edilerek 37°C’ de inkiibe edilmistir. Hiicre gelisimi
24 saat sonrasinda spektrofotometrede 600 nm de Olglilmiistiir. Elde edilen OD
degerleri kontrol grubu (pH’ s1 6,0 olan MRS siv1 besiyerinde gelisen kiiltiiriin
yogunlugu) ile karsilastirilarak farkli pH degerlerinin suslar {izerindeki yiizde

inhibisyon degeri hesaplanmustir.
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OD; - OD,
% Inhibisyon = _ x 100 (3.2)
ODy
OD;: Kontrol

ODy: Suslarin farkli pH ortamlarinda gelisme orani

3.2.8. Farkh safra konsantrasyonlarina tolerans

Lactobacillus suslarinin safra tuzu direnglilikleri Chung ve ark. (1999)’ nin metoduna
gore tespit edilmistir. Lactobacillus suslar1 37°C’ de iki kez ard arda MRS siv1 besi
ortaminda  aktiflestirilmistir. Aktif  kiiltiirlerin =~ optikal ~ yogunluklari
spektrofotometrede 600 nm de 0,60+0,02’ye ayarlanmistir. OD degerleri ayarlanan
bakterilerden %2 oraninda, %0 (kontrol), % 0,06; 0,15 ve 0,30 oranlarinda safra
(Sigma) iceren MRS sivi besiyerlerine inokiile edilerek 37°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Hiicre gelisimi 24 saat sonrasinda spektrofotometrede 600 nm de
Olciilmiistiir. Elde edilen OD degerleri kontrol grubu (%0 safra iceren MRS sivi
besiyerinde gelisen kiiltiiriin - yogunlugu) 1ile karsilagtirlarak farkli  safra

konsantrasyonlarinin suslar {izerindeki yiizde inhibisyon degeri hesaplanmustir.

. OD; - OD;
% Inhibisyon = _ x 100 (3.3
OD;

OD;: Kontrol

OD3: Suslarin farkli safra ortamlarinda gelisme orani

3.2.9. Otoagregasyon

Otoagregasyon degerleri EPS iiretimleri yiiksek olan BAZ 29, BAZ 36, BAZ 43 VE
BAZ 63 kodlu Lactobacillus spp. suslarinda belirlenmistir. Bakteriler MRS sivi
besiyeri besiyerinde 37 °C’ de 18-20 saat aktiflestirilmistir. Aktif kiiltiirler 10000
rpm’ de 15 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen pellet, iki defa fosfat tamponu
(PBS = 8 g/L NaCl, 1,21 g/L K;HPO,, 0,34 g/L KH; PO4. pH 6,2) ile yikandiktan



30

sonra ayni tampon iginde tekrar ¢oziilmiistiir. Elde edilen ¢6zelti oda sicakliginda 4
saat bekletilmistir. Kiiltlirlerin bekletme Oncesi ve sonrast OD’leri (600 nm)
spektrofotometrede okunmustur (Reniero ve ark., 1992; Collado ve ark., 2008).

Asagida verilen formiil kullanilarak otoagregasyon yiizdeleri hesaplanmistir.

OD;- 0D,
% Otoagregasyon = x100 (3.4)
OD;

OD;: 1k optikal dansite

OD.: 4 saat sonraki optikal dansite.

Dort saatlik otoagregasyon siiresi sonunda tiiplerin alt kisimlarindan 20 pL 6rnekler
aliarak preperatlar hazirlanmistir. Tespit edilen preperatlar gram boyama yontemi

ile boyanarak 151k mikroskobunda incelenmistir.

3.2.10. Koagregasyon

EPS diretimleri yiiksek olan BAZ 29, BAZ 36, BAZ 43 VE BAZ 63 kodlu
Lactobacillus spp. suslari ile tavuklarda en ¢ok hastalik yapan patojen E. coli ATCC
11229 ve Salmonella enteritidis ATCC 13076 kiiltlirlerinin  koagregasyon

ozelliklerinin belirlenmesi, Jin ve ark. (1996)’ in metoduna gére yapilmistir.

Kullamlan Lactobacillus spp. suslarinin MRS sivi besiyerinde, 37 °C’de 18-20
saatlik aktiflesmis kiltiirleri kullanmilmustir. E. coli ATCC 11229 ile Salmonella
enteritidis ATCC 13076 suslart Nutrient sivi besiyerinde 16-18 saat aktiflestirilmis

ve bu susun 4x10® lik hiicre yogunlugu ¢alismada kullanilmistir.

Aktif kiiltirler iki defa fosfat tampon (PBS; pH 6,2) ile yikanmistir. Elde edilen
pelletler ayni tampon i¢inde tekrar c¢oOziilmiistiir. Her bir Ornegin yogunlugu
spektrofotometrede (600 nm) okunmustur. Esit miktarlardaki Lactobacillus spp., E.
coli ATCC 11229 ile Salmonella enteritidis ATCC 13076 o6rnekleri ayni tiip iginde
karistirtlmistir.  Elde edilen karigimlar 10-15 sn vortekslendikten sonra oda
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sicakliginda 4 saat bekletilmistir. Daha sonra karigimlarin st kismindan alinan
stipernatantlarin OD’ leri spektrofotometrede okunmustur. Elde edilen OD degerleri

asagida verilen formiil kullanilarak koagregasyon yiizdeleri hesaplanmustir.

(OD;+0D;) - 2(0OD5)
% Koagregasyon = x 100 (3.5)
(OD1+ ODz)

OD;: Lactobacillus spp. suslarinin optikal yogunlugu

OD,: E. coli ATCC 11229 ve Salmonella enteritidis ATCC 13076 in optikal

yogunlugu

OD3: Karisimin 4 saat sonundaki optikal yogunlugu

Dort saatlik koagregasyon siiresi sonunda tiiplerin alt kisimlarindan 20 pL 6rnekler
alinarak preperatlar hazirlanmistir. Tespit edilen preperatlar gram boyama yontemi

ile boyanarak 151k mikroskobunda incelenmistir.

3.2.11. istatistiksel analizler

Tiim ¢alismalarda ii¢ farkli paralelin ortalama sonuglar1 verilmistir. Istatistiksel
analizlerde SPSS Inc. Software (16.0 Versiyonu; SPSS Inc., Chicago, IL)
kullanilmistir. Pearson korelasyonuna gore, suslarin yiizde asit -EPS, yiizde asit-
hidrojen peroksit, hidrojen peroksit-antimikrobiyal aktivite, asit-antimikrobiyal
aktivite, EPS-antimikrobiyal aktivite, EPS-otoagregasyon, EPS-koagregasyon ile
otoagregasyon-koagregasyon aktiviteleri arasinda korelasyon olup olmadig
incelenmistir. Tek yonlii varyans analizi ile farkli pH ve sus ortamlarinda inhibisyon

ortalamalarinda fark olup olmadig1 sinanmistir.
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Laktik Asit Uretimi

Lactobacillus spp. irettikleri laktik asit miktarlarimi  belirlemek amaciyla
kolorimetrik yontem kullanilmistir. 18 adet Lactobacillus spp. suslarmin laktik asit
miktarlar1 Cizelge 4.1 de verilmistir. Lactobacillus spp. suslarinin olusturdugu laktik
asit miktar1 en disiik % 0,42+0,01 (L. salivarius ZYN23), en yiiksek % 0,90+0,00
(L. salivarius ZYN9) suslarinda tespit edilmistir. L. acidophilus BAZ22, L.
acidophilus BAZ29 ve L. acidophilus BAZ43 (% 0,89+0,00) suslarinin diger suslara
gore daha yiiksek miktarda laktik asit lirettigi belirlenmistir.

Asit iretimi tiirlere gore dikkate deger bir farklilik gostermemektedir. Asit
tretimindeki farkliliklarin  sus  farklilign  oldugu belirlenmistir.  Sonuglar
incelendiginde sadece belirli tiirlerin asit iiretiminin yiiksek oldugu degil, ayn1 tiir
icindeki farklt suslarin bazilarinin yiiksek bazilarmin ise diisiik asit {rettigi

gorilmektedir.

Yiiksek oranda asit tireten suslarin bulundugu besiyeri pH’sinin daha diisiik oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.1). Yiizde asit iiretimi arttikca besiyerinin pH’s1 diismektedir.
Bu durumu ispatlamak i¢in istatistiksel analiz yapilmis, son kiiltiir pH’s1 ile yiizde
asitlik arasinda r = - 0,82 oldugundan negatif yonde yiiksek diizeyde anlamli bir iligki

oldugu anlasilmstir.



Cizelge 4.1 Lactobacillus suslarinin yiizde laktik asit tiretimleri

SUSLAR pH % Asitlik
L. acidophilus BAZ22 4,5+0,4 | 0,89+0,00
L. acidophilus BAZ29 4,5+0,3 | 0,89+0,00
L. acidophilus BAZ36 4,6+0,6 | 0,81+0,00
L. acidophilus BAZ43 4,5+0,4 | 0,89+0,00
L. acidophilus BAZ51 4,6+0,1 | 0,82+0,00
L. acidophilus BAZ54 4,3+0,5 | 0,87+0,00
L. acidophilus BAZ59 4,8+0,2 | 0,85+0,01
L. acidophilus BAZ61 4,6+0,3 | 0,85+0,01
L. acidophilus BAZ63 4,4+0,2 | 0,81+0,00
L. acidophilus ZYN13 4,3+0,6 | 0,87+0,01
L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32 | 4,9+0,5 | 0,82+0,00
L. salivarius ZYN9 4,3+0,4 | 0,90+0,00
L. salivarius ZYN15 4,1+0,8 | 0,85+0,01
L. salivarius ZYN23 5,3+0,9 | 0,42+0,01
L. rhamnosus BAZ78 4,9+0,7 | 0,78+0,01
L. fermentum ZYN17 5,1+0,0 | 0,43+0,00
Lactobacillus sp. ZYN31 5,4+0,2 | 0,54+0,01
Lactobacillus sp. ZYN33 4,7+0,8 | 0,68+0,01
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Sekil 4.1 Lactobacillus spp. son kiiltir pH degerleri ve trettikleri yiizde asit

miktarlarinin karsilagtirilmasi.

4.2. Hidrojen Peroksit (H,0,) Uretimi

Spektrofotometrik olarak belirlenen Lactobacillus spp. suslarmnin olusturdugu

hidrojen peroksit miktarlar1 Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2° de verilmistir.

Lactobacillus spp. suslarinin hidrojen peroksit tiretim miktarlar1 0,18-3,77 pg/mL
arasinda degismektedir. En yiiksek hidrojen peroksit iireten sus L. salivarius ZYN9
(3,77 pg/mL)’dur. Daha sonra Lactobacillus sp. ZYN33 (3,51 npg/mL), L.
acidophilus ZYN13 (2,31 ug/mL) ve L. salivarius ZYN15 (2,24 pg/mL) yiiksek
miktarda hidrojen peroksit iireten suslar olarak belirlenmistir. Hidrojen peroksit
tiretimi diisiik olan sus L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32 (0,18 pg/mL) olarak

tespit edilmistir. L. salivarius ZYN9 susunun en yiiksek ylizde asit iiretimine ve
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hidrojen peroksit iiretimine sahip olmasina ragmen yapilan istatistiksel analizde asit
tretimi ile HyO, iiretimi arasinda anlamli bir korelasyon bulundugu tespit

edilememistir.

Cizelge 4.2. Lactobacillus suslarinin hidrojen peroksit tiretimleri

H.0
SUSLAR (ugjmi)
L. acidophilus BAZ22 1,36+0,02
L. acidophilus BAZ29 1,56+0,03
L. acidophilus BAZ36 1,90+0,00
L. acidophilus BAZ43 2,10+0,02
L. acidophilus BAZ51 2,12+0,01
L. acidophilus BAZ54 0,92+0,01
L. acidophilus BAZ59 0,49+0,00
L. acidophilus BAZ61 1,72+0,01
L. acidophilus BAZ63 0,89+0,01
L. acidophilus ZYN13 2,31+0,01
L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32 0,18+0,01
L. salivarius ZYN9 3,77+0,02
L. salivarius ZYN15 2,24+0,02
L. salivarius ZYN23 1,21+0,04
L. rhamnosus BAZ78 1,07+0,04
L. fermentum ZYN17 0,44+0,03
Lactobacillus sp. ZYN31 0,49+0,00
Lactobacillus sp. ZYN33 3,51+0,01
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Sekil 4.2 Lactobacillus suslarmin H,O, iiretim miktarlari

4.3. Antibiyotik Duyarhhklarin Belirlenmesi

Lactobacillus spp. suslarmin penisilin G (10 unit), ampisilin (10 ug), streptomisin
(10 pg), gentamisin (10 pg), kloramfenikol (30 pg), kanamisin (30 ug), rifampisin (5
ug) ve vankomisin (30 pg) antibiyotiklerine duyarliliklart disk difiizyon yontemine
gore belirlenmis ve CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) kriterlerine
(Cizelge 4.3) gore degerlendirilmistir. Sonuglar Cizelge 4.4°te verilmistir.

Antibiyogram test sonuglarina gére Lactobacillus spp. suslari; hiicre duvar sentezini
inhibe eden antibiyotiklerden penisilin G’ye %78 orta derecede duyarli ve %22
oraninda duyarli ve ampisiline ise % 100 oraninda duyarlilik gosterirken; sitoplazmik
zar sentezini inhibe eden vankomisin antibiyotigine %50 oraninda duyarlilik %50

oraninda direnglilik gézlenmistir (Cizelge 4.5).



Cizelge 4.3 CLSI kriterlerine gore antibiyotik duyarliliklarinin degerlendirilmesi

Orta
No | Etki Mekanizmasi Antibiyotik | Direncli | derece | Duyarh
duyarh
1 Hiicre duvari sentezi inhibitori Penisilin G <19 20-27 | =28
2 Hiicre duvari sentezi inhibitori Ampisilin <11 12-13 >14
3 Hiicre duvari sentezi inhibitorii Vankomisin <14 15-16 | =17
4 Protein sentezi inhibitori Streptomisin <11 12-14 >15
5 Protein sentezi inhibitorii Gentamisin <12 13-14 >15
6 Protein sentezi inhibitorii Kloramfenikol <12 13-17 >18
7 Protein sentezi inhibitorii Kanamisin <13 14-17 >18
8 Niikleik asit sentezi inhibitorii Rifampisin <15 - >16

37

Aktif kiltiirler protein sentezini inhibe eden antibiyotiklerden kanamisin ve

gentamisine %100 direnglilik gdsterirken, kloramfenikol antibiyotigine

%17

oraninda direnclilik, %83 oraninda duyarli olduklar1 goézlenmistir. Yine protein

sentezini inhibe eden streptomisin antibiyotigine ise %28 oraninda duyarlilik % 72

oraninda direnclilik belirlenmistir.

Lactobacillus tiirlerinin niikleik asit sentezini inhibe eden rifampisin antibiyotigine

de %5 oraninda duyarh %95 oraninda direngli olduklar1 bulunmustur (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.4 Lactobacillus spp. suslarinin antibiyotiklere gosterdigi duyarlilik test
sonuglari

L. acidophilus BAZ22 I I | R | R |1 I | R | R

L. acidophilus BAZ36

L. acidophilus BAZ51 I I | R rR | 1T |R|R|R

L. acidophilus BAZ59 I I | R|{R| 1T | R|R|R

L. acidophilus BAZ63 I I | R|R| 1 |R|RI|R

L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32| 1 I | r |1 I | R | R

L. salivarius ZYN15 I I R R I I R R

L. rhamnosus BAZ78 S | R R R I R R

Lactobacillus sp. ZYN31 I I | R | R |R I R | R

S: Duyarly, I: Orta Derece Duyarli, R: Direngli
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Cizelge 4.5 Bakterilerin antibiyotiklere gosterdigi % duyarlilik oranlari

. . . . . Orta derece
ANTIBIYOTIKLER Direngli duvarl Duyarh
yarh
) ) (+4)
Penisilin G 0 78 22
Ampisilin 0 100 0
Vankomisin 50 50 0
Streptomisin 72 28 0
Gentamisin 100 0 0
Kloramfenikol 17 83 0
Kanamisin 100 0 0
Rifampisin 95 5 0

L. acidophilus BAZ 61 susu Gentamisin, Vankomisin, Rifampisin ve Kanamisin’e

direnc¢li iken; Ampisilin, Streptomisin ve Kloramfenikol’e orta derecede duyarl;

Penisilin G’ye ise duyarli olarak tespit edilmistir (Resim 4.1.).

Resim 4.1 L. acidophilus BAZ 61 susunun antibiyotik duyarlilig1 (1- Ampisilin,
2- Gentamisin, 3- Vankomisin, 4- Streptomisin, 5- Kloramfenikol,
6- Rifampisin, 7- Penisilin G, 8- Kanamisin)
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4.4. Antimikrobiyal Aktivite

Lactobacillus spp. suslarinin tavuklarda hastaliga neden olan patojen bakterilerden
(Escherichia coli ATCC 11229, E. coli 0O157:H7, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Salmonella enteritidis ATCC 13076,
Shigella sonnei Mu:57, ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) iizerine
inhibisyon etkileri agar diflizyon yontemine gore belirlenmis ve sonuglar Cizelge

4.6’da verilmistir.

Lactobacillus spp. suslarindan en yiiksek inhibisyon etkisini 11,5 mm zon ¢api
olusturan L. acidophilus BAZ61 susunun Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

patojenine kars1 gosterdigi belirlenmistir.

Escherichia coli ATCC 11229 iizerinde antimikrobiyal aktivitenin en yiiksek oldugu
sus L. acidophilus BAZ36 (6,1 mm); en diisiik oldugu suslar ise L. acidophilus
ZYN13 (2,4 mm) ve L. salivarius ZYN15 (2,4 mm)’tir.

E. coli O157:H7 iizerinde maksimum (8,0 mm) ve minimum (2,9 mm)
antimikrobiyal aktivite gosteren suslar sirasiyla L. salivarius ZYN15 ve L.
acidophilus BAZ29 olarak belirlenmistir. L. acidophilus BAZ61 susunun E. coli

O157:H7 tlizerine antimikrobiyal etkisi Resim 4.2°de gosterilmistir.



41

| Hohuodsiqmuy: -

_ - - - 00FLE - - ceNAZ ds myongoronT | g1

] ] ] 0°0FE's 00T ] ] 1ENAZ ds myoogoionT | L1

] ] ] 0°0F6'T 00FCS ] 00TFE LINAZ wnuzwesf T | 91
00°0F0°¢ ) ) 0'0F8'E 00709 ) 00FSs §LZvd mromunid T | <1

i ) ) 00FeE D0FTE ) i CINAZ mpAns T | 1
00FFT 00FF'Y 00FTc 0°0F0°c 0'0F8'C - 0°0F0°s SINAZ Toanos T | €]
00FCs 00FL'Y 00FFL 00F6'E 00F6'T ) 00FI'S 6NAZ Traouws T | 71
00FES 00FL'Y 0078 0'0F¢S 0'070°s ] 00789 TeZvgnyosnagpsp dssiyssnaqrep T | 11
00T T 0°0F8's 00FFS 0°0F8'C 00FC'y ] 00T £ INAZ symydopian T | 01
0OTH T 0°070°9 0'0F1°8 0°078'9 0'0F8°E ] 00FI'E cozvg smuydopror 7 | 6
00FCs 00FF' T 00FHT 00FCTT 00F8°L ] 00789 19Zvd TyRdop1an T | §
0°0F0°9 00FT'C 00FTE 00789 00FIC ] 0°0F0°9 6ezvd smynydoplan T | L
0'0FC’S 0°070'9 - 0°0F0°0T 00FCS ] 0°0F9°L rezvg synydopiar T | 9
0°0FC ¢ 0078 € 0°0F9°9 0'0FE'S 00FTL i 00FI'F 1cZvd syngdopror T | ¢
0OFFT 0°070°s 00780 0'05¥ 0 00FT Y ] 00F9E srZvd syndopan 7 | v
0°0FT’9 0°0FF 9 00FTF Rk 00FTL 0°0F0°T 0'0F9°c 9cZwg snynydop1an T | €
00FEF 0°0FHT 0°0FL9 00F0Y 0°0F0°¢ i 0'0F6'T 67Zvd snynydopian T | T
00F6'E 0076t 00789 00°0FF9 0°'0F0°9 ] 00759 rrzva ymydoplan T | 1

. 9L0ET DDIV - i £S8LT DIV I PFOLDDIV -
ey | mmeme | Vo | e | et | sedesoman | St avisns
RATHAINYE 1S3

() ueEeEap ded UNUNUOZ UOASIQIYUI NENPIMISN]0 2pULRZN R[UReq u=lo1ed wwrelsns -dds suyiopgoiopT g 2821




42

Resim 4.2 L. acidophilus BAZ61 susunun E. coli O157:H7 test bakterisine

olusturdugu inhibisyon zonu.

Staphylococcus aureus ATCC 25923 patojeni tizerinde ise 8,2 mm ¢api ile en yiiksek
antimikrobiyal etki L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32 susunda en diisiik etki ise
0,8 mm ile L. acidophilus BAZ43 susunda goriilmiistiir.

Sadece L. acidophilus BAZ36 susunun Listeria monocytogenes ATCC 7644 tizerinde
inhibisyon zonu olusturdugu (2,0 mm) diger suslarin ise bu test bakterisi tizerinde

inhibisyon zonu olusturmadigr gézlenmistir.

Salmonella enteritidis ATCC 13076 patojeni {izerinde 5 sus (L. rhamnosus BAZ78,
L. fermentum ZYN17, L. salivarius ZYN23, Lactobacillus sp. ZYN31, Lactobacillus
sp. ZYN33) inhibisyon gostermezken diger suslarin inhibisyon ¢ap degerleri 1,4 mm
(L. acidophilus BAZ29) ile 6,4 mm (L. acidophilus BAZ36) arasinda degismektedir
(Resim 4.3).
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Resim 4.3 L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32 susunun Salmonella enteritidis

ATCC 13076 test bakterisine olusturdugu inhibisyon zonu

Lactobacillus suslarinin timii Shigella sonnei Mu:57 iizerinde antimikrobiyal etki
gosterirken, L. acidophilus BAZ61 maksimum (7,8 mm), L. delbrueckii ssp.

delbrueckii BAZ32 minimum (3,0 mm) zon ¢apinda etki gostermistir.

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 patojeni tizerinde Lactobacillus sp. ZYN33
susu disinda diger tiim suslar antimikrobiyal aktivite gostermislerdir. En biiyiik zon
cap degeri 11,5 mm ile L. acidophilus BAZ61 susunda, en kiigiik zon ¢ap degeri ise
0,4 mm ile L. acidophilus BAZ43 0,4 susunda goriilmiistiir.

AKktif kiiltirlerin Gram negatif mikroorganizmalardan Shigella sonnei Mu:57 susuna
kars1 antimikrobiyal etkisinin %100, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 susuna
%94,5, E. coli O157:H7 susuna %83,3, Escherichia coli ATCC 11229 susuna %77,7
ve Salmonella enteritidis ATCC 13076 susuna % 72,2 oldugu, Gram pozitif
mikroorganizmalardan olan Listeria monocytogenes ATCC 7644 susuna Kkarsi
antimikrobiyal etkisinin %5,5 ve Staphylococcus aureus ATCC 25923 susuna %66,6

oldugu tespit edilmistir. Bu durum tavuk kaynakli Lactobacillus bakterilerinin
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inhibisyon etkisinin  Gram negatif bakterilere karsi daha etkili oldugunu

gostermektedir.

Antimikrobiyal aktivite calisma sonucunda elde edilen verilere gore kiiltiirlerin
antimikrobiyal etkinligi susa gore degiskenlik gdstermektedir. Suslarin
antimikrobiyal aktivitesi ile asit iiretimi ve hidrojen peroksit iiretimi arasinda bir
iliski olup olmadigimi arastirmak icin korelasyon testi yapilmistir. Bu analizler
sonucunda antimikrobiyal aktivite, asit iiretimi ve hidrojen peroksit iiretimi arasinda

anlaml bir iligki tespit edilememistir.

4.5. Ekzopolisakkarit (EPS) Uretimi

Lactobacillus suslarmin EPS {iretim miktarlari, fenol silfiirik asit metodu ile
spektrofotometrik olarak tespit edilmis, buna gore tiim suglarin EPS miktarlar1 Sekil

4.3. ve Cizelge 4.7.de verilmistir.

Bu verilere gore suslarin EPS {iretim miktarlar1 10,60 mg/L—180,36 mg/L arasinda
degisiklik gostermistir. EPS tiiretimi en yiiksek sus L. delbrueckii ssp. delbrueckii
BAZ32 (180,36 mg/L)’dir. Daha sonra yiiksek miktarda EPS firetimi L. acidophilus
BAZ29 (168,90 mg/L), L. acidophilus BAZ63 (158,42 mg/L) ve L. acidophilus
BAZ54 (155,00 mg/L) suslarinda tespit edilmistir. EPS iiretimi en diisiik sus ise L.
acidophilus ZYN13 (10,60 mg/L) olarak belirlenmistir. Suslarin EPS iiretimi ile asit

iretimi arasinda yapilan istatistiksel analizlerle anlamli bir iliski tespit edilememistir.
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Cizelge 4.7 Lactobacillus suslarinin EPS tiretimleri

SUSLAR EPS
(mg/L)

L. acidophilus BAZ22 72,10+0,02
L. acidophilus BAZ29 168,90+0,01
L. acidophilus BAZ36 135,98+0,01
L. acidophilus BAZ43 140,85+0,02
L. acidophilus BAZ51 124,27+0,00
L. acidophilus BAZ54 155,00+0,01
L. acidophilus BAZ59 107,19+0,01
L. acidophilus BAZ61 102,80+0,03
L. acidophilus BAZ63 158,42+0,02
L. acidophilus ZYN13 10,60+0,01
L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32 180,36+0,01
L. salivarius ZYN9 151,10+0,05
L. salivarius ZYN15 125,00+0,04
L. salivarius ZYN23 53,05+0,001
L. rhamnosus BAZ78 99,63+0,00
L. fermentum ZYN17 151,70+0,01
Lactobacillus sp. ZYN31 36,47+0,02
Lactobacillus sp. ZYN33 125,85+0,01

4.6. Farkh pH Degerlerine Tolerans

Lactobacillus suslarinin farkli pH degerlerine direngliliginin belirlenmesinde 600 nm
de spektrofotometrede hiicre yogunluklari 6l¢iilmiis ve kontrol grubunun (pH 6)
hiicre yogunluguna gore farkli pH’ larin yilizde inhibisyonlar1 hesaplanmistir (Cizelge
4.8. -Sekil 4.4.). Tim izolatlardan elde edilen verilere gore Lactobacillus suslarinin
farkli pH degerlerine direnci olduk¢a zayif bulunmustur. Ortamdaki asitlik orani

arttikca, bakterilerin yogunlugunda diisme meydana gelmistir.
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Suslarin genelinde pH 1’ de yogunlugun diistiigli ve yiizde inhibisyonun ise arttigi
gozlenmistir. pH 1 de suslarin asit direncliligi degerlendirildiginde en diisiik bakteri
yogunlugu L. fermentum ZYN17 (0,119 OD) susunda en yiiksek bakteri yogunlugu
ise L. acidophilus BAZ54 (0,151 OD)’de tespit edilmistir.

pH 2’ de yiizde inhibisyon %90,34 ile 94,28 arasinda tespit edilirken, hiicre
yogunlugunda en diisiik L. fermentum ZYN17 (0,149 OD) susunda, en yiiksek ise L.
acidophilus BAZ43 ve Lactobacillus sp. ZYN31 (0,175 OD) suslarinda
belirlenmistir. L. fermentum ZYN17 susunun pH 1’e¢ gore hiicre yogunlugunda bir
artis olmasina ragmen diger suslar arasinda pH 2’de de en diislik hiicre yogunluguna

sahip oldugu gézlenmistir.

pH 3’ de ortalama hiicre yogunlugu pH 1 ve 2’ ye gore biraz daha artig gdstermistir.
L. acidophilus BAZ22 (0,410 OD) ile L. acidophilus BAZ63 (0,407 OD) suslariin
en yiiksek hiicre yogunluguna sahip olduklar belirlenmistir. Ayrica EPS iiretimi ile

asit direngliligi arasinda anlamli bir korelasyon olmadig1 goriilmiistiir.

Yapilan varyans analizi ile farkli pH’larda yiizde inhibisyon deger ortalamalarinin
birbirine esit oldugu hipotezi diger bir deyisle farkli pH’larda inhibisyon degerinin
degismedigi hipotezi 0,05 anlamlilik diizeyinde reddedilmistir yani bu ii¢ pH’da
inhibisyon ortalamalarinin birbirinden farkli oldugu soylenebilir. Ancak ikili
ortalamalarin birbirinden farkli oldugu hipotezlerinden ise pH 1 ile pH 2’de
inhibisyonlarin esit oldugu hipotezi 0,05 anlamlilik diizeyinde reddedilememistir
yani pH 1 deki inhibisyon ortalamasi ile pH 2 deki inhibisyon ortalamasi birbirine

esittir.

4.7. Farkh Safra Konsantrasyonlarina Tolerans

Tim suglardan elde edilen verilere gore bakterilerin safraya olan toleransi, safra
oranina gore degismekte olup, safranin % 0,06, % 0,15 ve % 0,30 artan
konsantrasyona bagli olarak tiim suslarin gelisiminde diisme gozlenmistir (Cizelge

4.9). Lactobacillus’lar ortamda bulunan safrayr belirli bir seviyeye kadar tolere
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edebilmektedir. Ancak safra konsantrasyonu ylikseldikce ve ozellikle %0,30
oranindaki safranin varliginda tiim suslarin yogunlugunda azalma tespit edilmistir.
Lactobacillus’larin farkli safra konsantrasyonlarindan etkilenerek yiizde inhibisyon
degerleri incelendiginde, %0,06 safra konsantrasyonunda % inhibisiyon degerlerinin
%0,28 ile %8,93 arasinda oldugu tespit edilmistir. %0,15 safra konsantrasyonunda %
inhibisiyon degerleri %1,32 ile %42,69 arasinda ve %0,30 safra konsantrasyonunda
% inhibisiyon degerleri %9,62 ile %48,91 arasinda bulunmustur. En yiiksek yiizde
inhibisyon %0,30 safra konsantrasyonunda L. acidophilus BAZ 43 (%54,55) susunda
gozlenmistir (Sekil 4.5).

%0,06 safra konsantrasyonunda L. acidophilus BAZ54 %8,93 oraninda en yiiksek
inhibisyonu gostermistir. %0,06 ve %0,15 safra konsantrasyonlarinda suglarin optikal
yogunluklarinda kontrol grubuna gore ¢ok fazla bir diisiis gozlenmezken %0,30 safra
konsantrasyonunda bakterilerin iiremelerinde diger konsantrasyonlara gore azalma
oldugu gozlenmistir. Lactobacillus’lar arasinda safraya karsi en direngli suslar olarak
L. fermentum ZYN17 ve L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32 belirlenirken, en
duyarl sus olarak L. acidophilus BAZ59 oldugu tespit edilmistir.
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Yapilan varyans analizi ile farkli safra tuzu konsantrasyonlarinda yilizde inhibisyon
deger ortalamalarinin birbirine esit oldugu hipotezi 0,05 anlamlilik diizeyinde
reddedilmistir. Ancak ikili ortalamalarin birbirinden farkli oldugu hipotezlerinden ise
%0,06 safra ile %0,15 safra ortami inhibisyonlarin esit oldugu hipotezi 0,05

anlamlilik diizeyinde reddedilememistir.

4.8. Agregasyon

4.8.1. Otoagregasyon

Otoagregasyon denemelerinde EPS iiretim kapasitesi yiiksek olan L. delbrueckii ssp.
delbrueckii BAZ32, L. acidophilus BAZ29, BAZ36, BAZ43 ve BAZ63 suslari
kullanilmistir. ~ Sugslarin  otoagregasyon goriiniimleri 151k  mikroskobunda da
gozlenmistir. Buna gore iyi bir sekilde otoagrege olan ve olmayan Lactobacillus

suslarinin ayirimlar1 gergeklestirilmistir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10 Lactobacillus suslarinin otoagregasyon sonuglari

EPS

. Isik
Suslar ve Kodlari Miktarlary %Otoagregasyon | Mikroskobunda

(mg/L) Otoagregasyon
L. acidophilus BAZ29 168,90+0,01 8,3 (+)
L. acidophilus BAZ36 135,98+0,01 33,3 (++)
L. acidophilus BAZ43 140,85+0,02 0,0 )
L. acidophilus BAZ63 158,42+0,02 6,6 (+)
L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32| 180,36+0,01 10,0 (+)

++: Yiiksek otoagregasyon +: Diigiik otoagregasyon —: Otoagregasyon yok

Suslarin otoagregasyon sonuglari degerlendirildiginde en yiiksek L. acidophilus
BAZ36 (%33,3) (Resim 4.4) susunda tespit edilirken L. acidophilus BAZ43 susunda
otoagregasyon tespit edilememistir. Yapilan analizlerde EPS {retimi ile

otoagregasyon arasinda anlamli bir iligki bulunmamuistir.



Resim 4.4 L. acidophilus BAZ36’nin otoagregasyonun 1g1k mikroskobu goriintiisii
4.8.2. Koagregasyon

Lactobacillus suslart ile E. coli ATCC 11229° un % koagregasyonu
degerlendirildiginde en yiiksek % koagregasyon L. acidophilus BAZ36 (%28,3)
susunda bulunmus (Resim 4.5), en diisiik koagregasyon ise L. acidophilus BAZ43
(%1,5) susunda gozlenmistir (Cizelge 4.11.).

Cizelge 4.11 E. coli ATCC 11229 ile Lactobacillus suslarinin koagregasyon
sonuglari

L. acidophilus BAZ29

L. acidophilus BAZ43

L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32
++: Yiiksek koagregasyon, +: Diisiik koagregasyon
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Resim 4.5 L. acidophilus BAZ36 susunun E.coli susu ile koagregasyonunun 1sik

mikroskop goriintiisii

Lactobacillus suslari ile Salmonella enteritidis ATCC 13076’ % koagregasyonu

degerlendirildiginde ise en yiiksek % koagregasyon L. delbrueckii ssp. delbrueckii

BAZ32 (%25,0) susunda bulunmus olup, en diisiik % koagregasyon L. acidophilus

BAZ43 (%1,0) susunda tespit edilmistir (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12 Salmonella enteritidis ATCC 13076 ile Lactobacillus spp. suslarinin

koagregasyon sonuglari

L. acidophilus BAZ29 3,33 (+)
L. acidophilus BAZ36 0,16 (+)
L. acidophilus BAZ43 1,00 (+)
L. acidophilus BAZ63 2,50 (+)
L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32 25,00 (++)

++: Yiiksek koagregasyon, +: Diisiik koagregasyon

Yapilan istatistiksel analizlerde EPS {iretimi ile koagregasyon arasinda ¢ok kuvvetli

(r =-0,99) ve anlaml ters yonlii bir iliski oldugu (p = 0,014), ancak koagregasyon

ile otoagregasyon arasinda anlamli bir iliski olmadigi tespit edilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Uygun dozajlarda kullanildiginda konak {tizerinde saglhiga yararli etkileri olan
bakteriler probiyotik bakteriler olarak tanimlanmaktadir (FAO/WHO, 2006).
Probiyotiklerin ¢ok 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Bunlar; yararli bakteriler tarafindan
saglikli kilinan saglikli mikrobiyata ortaminin gelismesini saglamasi, enterik patojen
kolonizasyonunun azaltilmasi, mukozal bagisikligin 1iyilestirilmesi (FAO/WHO
2002), sindirim kapasitesinin artmasi ve diisik pH da yasayabilmesi, bagirsak
dokusunun olgunlagmasi ve biitiinliiglin saglanmasidir (Lan ve ark., 2005, Chambers

ve Gong, 2011).

Tavuk sindirim sisteminde insanda da oldugu gibi birbirinden farkli birka¢ yiiz
bakteri vardir ve bu mikroorganizmalar bagirsak mikrobiyatasini olusturmaktadirlar
(Gong ve ark., 2002a; Gong ve ark., 2002b; Zhu ve ark., 2002; Apajalahti ve ark.,
2004; Gong ve ark., 2007). Civcivlerin gastrointestinal sistemlerinden izole edilmis
ve molekiiler yontemlerle tanimlamalar1 yapilan ¢alismada kanatli hayvan sindirim
sistemleri arasinda en saghkli sindirim sistemine civcivlerin sahip oldugu

belirtilmistir (Kizerwetter-S'wida ve Binek, 2008).

Tavuk sindirim sistemindeki mikrobiyal kolonizasyon hizli bir sekilde artarken
Enterococcus, Enterobacteriaceae ve Clostridium tiirleri patojenlerin de sindirim
sisteminde gelisebildigi belirlenmistir (Lan ve ark., 2005). Lactobacillus tiirleri
kullanilarak hazirlanan yemleri tiikketen civcivlerin bagirsak mikrobiyatalarinda 2
haftalik siire¢ sonunda bu probiyotik bakterilerin baskin hale geldigi ve patojenleri
inhibe ettigi gozlenmistir (Guan ve ark., 2003, Lan ve ark., 2005). Yapilan bir
calismada L. aviarius ve L. salivarius tiirleri bagirsak mukozasinda baskin bulunan

probiyotik suslar olarak kabul edilmistir (Gong ve ark., 2007).

Ozellikle tavukguluk endiistrisinde 1973 yilinda Nurmi ve Narmala’nin probiyotik
bakteriler iizerindeki yaptiklar1 calismalardan sonra enterik bakteriyel patojenlerin
olumsuz etkilerini yok etmede probiyotiklerin kullanilmasina baglanmistir.
(Chambers ve Gong, 2011).
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Laktik asit bakterileri, fermente et, siit, sebze, meyve ve tahil {irlinlerinin {liretim ve
olgunlastirilmasinda 6nemli rol oynamalar1 nedeni ile gida teknolojisinde biiyiik
onem tasimaktadir. Cesitli gidalarin bu yontemle muhafazasi en eski gida muhafaza
metotlarindan birisi olarak kabul edilmektedir. Giinlimiizde tiiketicilerin dogal ve
katkisiz iiriinlere gosterdikleri talep artigi, laktik asit bakterilerinin potansiyel gida
koruyucusu olarak O6nemini arttirmistir. Bu o6zelliklerinden dolay1, laktik asit
bakterileri pek ¢ok canli organizmadan izole edilerek incelenmistir. Ancak bu konu
ile ilgili yapilan arastirmalar incelendiginde, Tiirkiye’de tavuk orjinli calismalara ¢ok

fazla rastlanmamustir.

Brezilya’ da yapilan bir ¢alismada arastirmacilar, tavuklardan izole ettikleri L.
fermentum izolatlarinin probiyotik Ozelliklerini arastirmislardir. Bu amagla basta
tavuk bagirsagi olmak {izere gesitli organlardan izole ettikleri L. fermentum suslarinin
asit, pH ve antimikrobiyal aktivitelerini incelemislerdir. Bu kriterlere direngli olan
izolatlar1 tavuk yemlerine ilave ederek, tavuklardaki etkilerini incelemislerdir. Sonug
olarak bu yemlerin, antibiyotik gibi bir etki gosterdigini belirlemislerdir (Reque ve
ark., 2000).

Calismada Lactobacillus spp.” lerin 24 saatlik gelisme siiresi sonunda belirlenen son
kiiltiir pH” s1 4,3-5,4 arasinda degistigi belirlenmistir. Bu sonuglara gore 24 saatlik
gelisme siiresi sonunda laktik asit miktarlart %0,42 (L. salivarius ZYN23) ile %0,90
(L. salivarius ZYN9) olarak tespit edilmistir. Biitiin sartlarin ayni olmasina ragmen
asit Uretiminin tiirlere gore dikkate deger bir farklilik gostermedigi ve asit
tiretimindeki farkliliklarin sus farkliligindan kaynaklandigi belirlenmistir. Elde edilen
sonuglar Lactobacillus bakterilerine ait sadece belirli tiirlerin asit iiretiminin yiiksek
oldugunu degil, aym tiir igindeki farkli suslarin bazilarmin yiiksek bazilarinin ise
diisiik asit irettigini gostermektedir. Calismada yliksek miktarlarda laktik asit
tiretilmemesi fermentasyon sonucunda bakterilerin oksijene maruz kalmalarindan

kaynaklandigi diistiniilmektedir.

1997 yilinda kefirden izole edilen Lactobacillus suslarinin 24 saatlik kiiltiirlerinin
titre edilebilir yilizde asitlik miktar1 %0,17-1,14 arasinda belirlenirken (Mumcu,

1997), 2001 yilinda vajinal izolat olan 22 Lactobacillus tiiriinde yapilmis bir ¢alisma
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sonucunda da laktik asit diizeyleri 0,68-2,5 mg/ml olarak bulunmustur (Aroutcheva
ve ark., 2001). Kefirden ve vajinadan izole edilen Lactobacillus suslarinin yiizde asit
tiretimleri bizim sonuglarimiza gore yiiksek bulunmustur. Bunun nedeninin de;
Lactobacillus suslarinin asit tretimlerinin farkli kaynaklardan ve ortamlardan

etkilenmesi oldugu diislincesindeyiz.

Piwat ve ark., (2011) yilinda anaokulu ¢ocuklarindan izole ettikleri Lactobacillus
tirlerinin laktik asit tretimlerini incelemislerdir ve Lactobacillus salivarius ve
Lactobacillus plantarum suslarinin asit iretimlerinin yiiksek oldugunu, besiyeri
pH’sminda diisiikk oldugunu gézlemlemislerdir. Yaptiklar istatistiksel analizle son
kiiltiir pH’s1 ile asit iiretimi arasinda %86°lik ters yonlii bir korelasyon oldugunu
belirlemiglerdir. Yapilan calismada da yilizde asit iiretimi arttikga besiyerinin
pH’sinin  diistiigli gozlenmistir. Bu durumu ispatlamak icin istatistiksel analiz
yapilmis, son kiiltiir pH’s1 ile yiizde asitlik arasinda r = - 0,82 oldugundan negatif
yonde yiiksek diizeyde anlamli bir iliski oldugu anlasilmistir.

Lactobacillus  bakterilerinin ~ olusturduklar1 ~ hidrojen  peroksit  iretimi
spektorofotometrik olarak belirlenmistir. Suslarin hidrojen peroksit tiretimleri 0,18—
3,77 pg/mL arasinda bulunmugstur. En yiiksek hidrojen peroksit iireten sus L.
salivarius ZYN9, en diisiik tireten sus L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32 olarak
belirlenmistir. Tirler arasinda karsilastirma yapildiginda L. acidophilus suslarinin
hidrojen peroksit iiretim miktarlart 2,31 pg/mL ile 0,49 pg/mL arasinda
degismektedir. En yiiksek tiretim L. acidophilus ZYN 31 (2,31 pg/mL) susunda en
diisiik tretim ise L. acidophilus BAZ59 susunda belirlenmistir. L. salivarius
suglarinda ise hidrojen peroksit tiretim miktarlar1 3,77 pg/mL (ZYN9) ile 1,21 pg/mL
(Z2YNZ23) arasinda belirlenmistir.

Yiiksekdag ve ark., (2004) yilinda kefirden izole ettikleri Lactobacillus spp.
suslarinin  hidrojen peroksit iiretim miktar1 olarak 0,04-0,19 pg/mL arasinda
belirlerken, Ocana ve ark., (1999) insan vajinasindan izole ettikleri suslarin tiretim
miktarlarii 0,68- 95 pg/mL arasinda, Collins ve Aramaki (1980) ise 4-10 pg/mL
arasinda belirlemislerdir. Lactobacillus spp. suslarinin H,O; iiretim miktarlarindaki

farkliliklarin sebebi olarak suslarin hidrojen peroksit iiretimleri sirasinda, oksijen
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oksidorediiktaz  aktivitelerinin  farkliligi oldugu bildirilmistir. Bu enzimin
aktivitesinin de bakterinin bulundugu ortamdan etkilendigi bilinmektedir
(Reinheimer ve ark., 1990). Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal aktivitelerinin
Ozellikle hidrojen peroksit tiretimlerinden kaynaklandigi belirtilmektedir (Delbes-
Paus ve ark., 2010)

Sonmez ve ark., (1999) tavuk bagirsaklarindan izole ettikleri 3 adet L. acidophilus, 5
adet L. agilis, 2 adet L. animalis, 2 adet L. brevis, 2 adet L. coryneformis subsp.
torquens, 9 adet L. fermentum ve 17 adet L. plantarum olmak iizere toplam 40
izolatin antibiyotik direngliliklerini incelemislerdir. Calisma sonucunda laktobasil
suslarinin penisilin grubu antibiyotiklerden amoksisilin, ampisilin ve karbenisiline
%100, penisiline %97,5, oksasiline %70, metisiline %35 oraninda duyarli olduklarini
tespit etmislerdir. Linkomisin, nistatin, spektinomisin ve peptid grubu
antibiyotiklerden basitrasine direngli suslarin oran1 ise %60-90 arasinda degismistir.
Yine peptid grubu antibiyotiklerden polimiksin B’ye kars1 suslarin %100°0 direncli

bulunmustur.

Taheri ve ark., (2009a) yaptiklar1 bir ¢aligmada tavuktan izole ettigi Lactobacillus
crispatus susunun nalidiksik asit ve neomisin direngli oldugunu ampisilin, basitrasin,
kloramfenikol, doksisiklin, eritromisin, furazolidon, gentamisin, kanamisin,
lincomycin, oksitetrasiklin, penisilin, streptomisin, tetrasiklin ve vankomisin
antibiyotiklerine duyarli oldugunu tespit etmislerdir. Yine Taheri ve ark., 2009(b)
yilinda tavuk izolatindan elde edilen L. johnsonii susunun nalidiksik asit ve neomisin

antibiyotiklerine direngli oldugunu bildirmislerdir.

Bu tez calismasinda, Lactobacillus spp. suslarinin protein sentezini inhibe eden
antibiyotiklerden kanamisin ve gentamisine kars1 gosterdikleri diren¢ % 100 iken,
kloramfenikole karsi direnglilikleri %17; streptomisine karsi ise % 72 oraninda
direnglilik gostermislerdir. Hiicre duvar sentezini 6nleyen antibiyotiklerden penisilin
G’ye kars1 % 78 (orta derecede) ve % 22 duyarli olduklari, ampisiline kars1 ise %
100 duyarli olduklar1 belirlenmistir. Ayni sekilde, sitoplazmik zar sentezini

engelleyen vankomisin antibiyotigine kars1 gosterdikleri duyarliligin % 50 oldugu
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gozlenmistir. Niikleik asit sentezini engelleyen rifampisine ise % 5 duyarli ve % 95

direncli olduklar1 belirlenmistir.

Kanatli endiistrisi streptomisin, tetrasiklin ve kloramfenikollar1 i¢ine alan birgok
ilacin kullanimint onaylamaktadir (FDA). Bu ilaglar su ve yemlere katilarak
kullanilmakta, dolayisiyla toplu olarak yetistirilen kanatlilarin dogal olarak birey
basina aldiklar1 dozun belirlenmesi zorlasmaktadir ve sonu¢ olarak dozun kullanim
miktar1 lizerine ¢ikmas1 miimkiindiir. Bu yiizden ayni ciftlikte yetistirilen kanatlilar,
antimikrobiyal ajanlara farkli oranlarda direnglilik gosterebilmektedirler (Olah ve
ark., 2004). Yapilan ¢alismada L. salivarius ZYN23, L. rhamnosus BAZ78 ve
Lactobacillus sp. ZYN31 streptomisin ve kloramfenikol antibiyotiklerine direngli
suslar olarak belirlenmistir. Urettikleri hidrojen peroksit (1,07; 1,21; 0,49) ve EPS
(99,63; 53,05; 36,47) miktarlar ile tavuklarda su ve yemlerine katilarak probiyotik

sus olarak degerlendirilebilir.

Bakterilerde kontrolsiiz antibiyotik kullanimia bagli olarak artan antibiyotik
direnglilikleri, patojen bakterilerin giin gectikce etkisiz hale getirilmesini
zorlastirmaktadir. Bu nedenle giinlimiizde, bakterilerin uzaklastirilmasinda kullanilan
antibiyotikler yerine, daha ¢ok dogal gida koruyucusu olan probiyotiklerin kullanimi
tercih edilmektedir. Bu ¢alisma ile de tavuklardan izole edilen Lactobacillus’larin
tiretebildikleri ¢esitli inhibitér maddelerin etkisi ile tavuklarda enfeksiyonlara neden
olabilen baz1 patojen bakterileri, kontrollii bir sekilde ortamdan uzaklastirilabilecegi

diistiniilmektedir.

Lactobacillus spp. suslarinin tavuklarda hastaliga yol acan patojen bakteriler
(Escherichia coli ATCC 11229, E. coli 0O157:H7, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Salmonella enteritidis ATCC 13076,
Shigella sonnei Mu:57, ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) iizerine
inhibisyon etkileri agar diflizyon yontemine gore belirlenmistir. Buna gore, suslarin
%22,3’t  Escherichia coli ATCC 11229 f{izerine antimikrobiyal aktivite
gosterememislerdir. Antimikrobiyal etkinin en yiiksek oldugu sus L. acidophilus
BAZ36 (6,1 mm) iken en diisiik oldugu suslar ise L. acidophilus ZYN13 ve L.

salivarius ZYN15 (2,4 mm) olarak belirlenmistir.
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Lactobacillus spp. suslarinin %83,3°1 E. coli O157:H7 {izerinde antimikrobiyal etki
gostermislerdir. En yiiksek (8,0 mm) ve en diisiik (2,9 mm) antimikrobiyal aktivite
gosteren suslar ise sirasiyla L. salivarius ZYN15 ve L. acidophilus BAZ29 olarak
tespit edilmistir. Staphylococcus aureus ATCC 25923 patojeni iizerine, 8,2 mm’lik
cap1 ile en yiiksek antimikrobiyal etkinin L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32
susunda, en diisiik etkinin ise 0,8 mm’lik ¢ap1 ile L. acidophilus BAZ43’te oldugu
sonucuna ulasgilmistir. Suslarin %66,6’s1 S. aureus patojeni iizerine antimikrobiyal
aktivite gosterirken %33,4 herhangi bir etki gosterememislerdir. Listeria
monocytogenes ATCC 7644 {izerine ise sadece L. acidophilus BAZ36 susunun
inhibisyon zonu olusturdugu (2,0 mm) goézlenmistir. Salmonella enteritidis ATCC
13076 patojeni iizerine 5 farkli sus (L. rhamnosus BAZ78, L. fermentum ZYNL17, L.
salivarius ZYN23, Lactobacillus sp. ZYN31, Lactobacillus sp. ZYN33) inhibisyon
gostermezken diger suslarin inhibisyon g¢ap degerleri 1,4 mm (L. acidophilus
BAZ29) ile 6,4 mm (L. acidophilus BAZ36) arasinda degismektedir.

Lactobacillus suslarinin tiimiiniin Shigella sonnei Mu:57 iizerinde antimikrobiyal
etki gosterdigi belirlenmistir. L. acidophilus BAZ61 susunun en yiiksek (7,8 mm), L.
delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32 susunun ise en diisiik (3,0 mm) zon ¢apinda etki
gosterdigi sonucuna ulasilmistir. Son olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
patojeni lizerine Lactobacillus sp. ZYN33 susu disindaki tiim suslarin antimikrobiyal
etki gosterdikleri belirlenmistir. En biiylik zon ¢ap1 11,5 mm ile L. acidophilus
BAZ61 susunda, en kiigiik zon ¢ap degeri ise 0,4 mm ile L. acidophilus BAZ43
susunda gorilmistir. Tavuk kaynakli Lactobacillus bakterilerinin inhibisyon

etkisinin Gram negatif bakterilere karsi daha etkili oldugu gozlenmistir.

Yapilan bir ¢alismada son zamanlarda; Lactobacillus spp. suslarinin Salmonella’ya
hatta 6zellikle Salmonella enteritidis tiiriine kars1 etkili olduklart gézlenmistir (Carter
ve ark., 2009). Yapilan baska bir calismada secilmis L. salivarius’un tavuklarda
hastalik yapan Salmonella ve Campylobacter tiirlerinin patojen etkisinin yok
edilmesinde etkili oldugu belirlenmistir (Zhang ve ark., 2007a, 2007b).
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Chaveerach ve arkadaslarimin 2004 yilinda yaptiklar1 bir calismada, tavuk
bagirsagindan izole edilen L. fermentum’un, Campylobacter gelisimini inhibe ettigini

gozlemlemislerdir.

Garriga ve arkadaglarinin (1998) yaptiklar1 calismada, tavuk bagirsagindan izole
ettikleri 296 adet laktik asit bakterisinin inhibitdr aktivitesini incelemislerdir. Bu
izolatlardan 77’ sinin S. enteritidis ve E. coli’ ye kars1 inhibisyon etkisi gosterdigini
belirlemislerdir. Chaveerach ve arkadaslarinin (2004) tavuk bagirsagindan izole
edilen Lactobacillus fermentum’un, Campylobacter gelisimini inhibe ederken, E. coli

ve Enterococcus ile Campylobacter gelisimini inhibe edemedigini bildirmislerdir.

Laktik asit bakterilerinin iirettigi ekzopolisakkaritler immiin sisteminin diizenleyici
ve kolesterol diigiiriicii olarak saglik alaninda (Makino ve ark., 2006), jellestirici,
dengeleyici, kivam artirici ve su baglayici aracilar olarak ise gida endiistrisinde
siklikla kullanilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda kullandigimiz Lactobacillus spp.
suslarinin  EPS  {iretim miktarlariin  10,60-180,36 mg/L arasinda degistigi
belirlenmistir. EPS {iretimi en fazla olan susun L. delbrueckii ssp. delbrueckii
BAZ32 (180,36 mg/L) oldugu tespit edilmistir. EPS tiretiminin fazla oldugu diger
suslar ise sirasiyla, L. acidophilus BAZ29 (168,90 mg/L), L. acidophilus BAZ63
(158,42 mg/L) ve L. acidophilus BAZ54 (155,00 mg/L) sus olarak belirlenmistir. L.
acidophilus ZYN13’iin 10,60 mg/L’lik miktar ile en diisiik EPS iireten sus oldugu

gozlenmistir.

Coskun ve ark., (2010) ev yapimi Tiirk yogurdundan izole ettikleri iki farkli L.
delbruckii subsp. bulgaricus suslarinin EPS tiretim miktarlari olarak 211 ve 27 mg/L
olarak belirlemislerdir. Mozzi ve arkadaslar1 (2006) 31 adet besin kaynakli (yogurt,
peynir, fermente siit ve et) farkli laktik asit bakterilerinin EPS iiretimlerini
belirledikleri ¢alismalarinda, 10 adet L. delbrueckii ssp. bulgaricus suslarimin 10-150
mg/L, L. delbrueckii ssp. lactis CRL564 susunun 55 mg/L, L. helveticus CRL1176
susunun 41 mg/L, 8 adet S. thermophilus suslarinin 10-166 mg/L, L. casei 14-25
mg/L, L. paracasei 10-26 mg/L ve L. rhamnosus CRL627 susunun ise 10 mg/L

arasinda degisen miktarlarda EPS tirettiklerini bildirmislerdir.
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Benzer bir calismada, Cerning ve arkadaglart (1992), siitten izole ettikleri L.
bulgaricus suslarmin 60-150 mg/L arasinda degisen miktarlarda EPS {irettiklerini
bildirmiglerdir. Yine Frengova ve arkadaglarinin (2000) yaptigi bir calismada
Lactobacillus spp. suslarinin EPS iiretim miktarlarin1 400-540 mg/L arasinda degisen
miktarlarda tespit etmislerdir. Bu ¢aligmada genel olarak tiim suslarin EPS {iretimi,
daha once yapilan galismalarda elde edilen degerlere gore benzer veya daha az
oldugu gozlenmistir. Bunun nedeninin de; EPS iiretimlerinin tiirler ve hatta suslar
arasinda farkli olmasinin sebeplerinin, fermantasyon sartlar1 (sicaklik, inkiibasyon,
stire ve pH) ve besiyeri kompozisyonunun (karbon ve nitrojen kaynagi) etkili
oldugunu diisinmekteyiz. Ekzopolisakkaritler; bakterinin yilizey tutunmasinda
yapistirict (slime) isleve sahip olmasi ve bulundugu ortama tutunma ve biyofilm
olusturmada etkilidirler. Biitiin bu 6zellikler ekzopolisakkarit iireten bir bakteriye
bulundugu ortamda stabil olarak kalabilme ve baskin olarak biiylime o6zelligi
kazandirmaktadir (Ding ve ark., 1995). Bu nedenlerleden dolay1 yiiksek EPS
iiretimine sahip suslarin probiyotik olarak kullanimi i¢in uygun adaylar oldugu

diistiniilmektedir.

Mide asidi fizyolojik olarak bakterilerin karsilastigi ilk savunma mekanizmasi
oldugundan dolayi, agiz yoluyla alinan probiyotik bakterilerin diisiik pH’ lara
direngli olmalar1t en 6nemli &zelliklerinden biridir. Mide sivisindan sonra ince
bagirsak sivist ortamina probiyotik bakterilerin direnglilik  gdsterebilmeleri

gerekmektedir (Hwanhlem ve ark., 2010).

Caligmada, Lactobacillus’ larin farkli pH’ larda gosterdikleri asit direngliligi
incelenmistir. Bu amagla, spektrofotometrik olarak hiicre yogunluklar1 dl¢iilmiis ve
kontrol grubunun (pH 6) hiicre yogunluguna gore diisiisler % inhibisyon olarak
belirlenmigtir. Bakterilerin iireme ortaminda asitlik oraninin artisina bagli olarak

hiicre yogunlugunda azalma gdzlenmistir.

Lactobacillus suslarinin pH 3’teki ortalama hiicre yogunlugu diisiik pH’lara gore
daha fazladir. Genel olarak, pH 1’ de suslarin yogunluklarmin diistigi ve %
inhibisyonun ise arttig1 gozlenmistir. Yine ayni pH’da suslarin asitlere karsi

direnglilkleri karsilastirildiginda en diisiik bakteri yogunlugunun L. fermentum
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ZYN17 (0,119 OD) susunda, en yiiksek bakteri yogunlugunun ise L. acidophilus
BAZ54 (0,151 OD) susunda oldugu belirlenmistir. pH=2" de ise % inhibisyon
degerleri 90,34 ile 94,28 arasinda degisirken, en diisilk hiicre yogunlugunun
L. fermentum ZYN17 (0,149 OD) susunda, en yiiksek hiicre yogunlugunun ise
L. acidophilus BAZ43 ve Lactobacillus spp. ZYN31 (0,175 OD) suslarinda oldugu
tespit edilmistir. Bu sonuglara gore, L. fermentum ZYNI17 susunun hiicre
yogunlugunun pH ile arttifi, ancak diger suslarin hiicre yogunluklarinin pH ile
azaldig1 agikga goriilmektedir. Ayrica, pH 3’te L. acidophilus BAZ22 (0,410 OD) ile
L. acidophilus BAZ63 (0,407 OD) suslariin en yiiksek hiicre yogunluklarina sahip

olduklar1 belirlenmistir.

Heravi ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptiklar ¢alismada tavuktan izole ettikleri
Lactobacillus suslarmin pH 2, 3 ve 4’teki hiicre yogunluklar1 6l¢iilmiis ve asitlik

orani arttik¢a buna bagli olarak hiicre yogunlugunda da azalma belirlemislerdir.

Van Coillie ve arkadaslar1 (2007) tavuk vajinasindan izole ettikleri Lactobacillus
tiirlerinin pH 2,5 ve pH 3 asitli ortamda direnglilikleri calisilmis ve pH 2,5’te

inhibisyon oraninin arttigin1 gézlemlemislerdir.

Lin ve ark., (2007) yaptiklar1 ¢alismada Lactobacillus tiirleri arasinda asit direngliligi
degisiklik gostermektedir. Asite direngli tiir olarak L. fermentum susunu
belirlemislerdir. Elde ettigimiz sonuclara gore hiicre yogunlugu en diisiik tiir olarak
L. fermentum susu olarak tespit edilmistir. Bu da gdsteriyor ki ayni tiir igindeki farkli

suslarin aside yliksek bazilarinin ise diisiik tolerans gosterebilecegidir.

Safra toleransi probiyotik LAB’ lerinin ince bagirsakta yasama, gelisme ve etki
gosterebilmeleri icin gerekli ve 6nemli 6zelliklerinden sayilmaktadir (Minelli ve ark.,
2004). Probiyotik bakterilerin  mide-bagirsak yolunda canliliklarini  siirdiiriip,
ortamda kolonize olabilmeleri i¢in midenin asidik pH’ larmna (2,5-3,5) ve bagirsagin
safrali ortamina tolerans gosterebilmeleri bu bakterilerin 6nemli 6zelliklerindendir

(Hwanhlem ve ark., 2010).
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%0,30 safra konstrasyonun insan safra suyu oranina yakin olmasi nedeniyle bir¢ok
bilimsel ¢alismada bu oran tercih edilmistir (Brashears ve ark., 2003, Lin ve ark.,
2006). Lin ve ark., 2007 yilinda yaptiklar1 c¢alismada tavuktan izole ettikleri
Lactobacillus fermentum tiirlerinin % 0,30 safra konsantrasyonunda direnglilikleri
calistlmis ve bazi tlirlerde iireme yogunlugunda azalma meydana geldigi
gozlenmistir. Yapilan bir ¢aligmada da Lactobacillus crispatus ile Lactobacillus
salivarius suslarinin %0,30 safra konsantrasyonuna direngliligi incelenmis ve L.
cristapus susunun safraya direngli oldugu ve gelisme gosterebildigi L. salivarius’un
ise safray1 tolere edemedigini ve gelisemedigini tespit etmislerdir (Heravi ve ark.,

2011).

Bu c¢alismada, Lactobacillus suslarinin %0,06, %0,15 ve %0,30° luk safra
konsantrasyonlarinda safra direnclilikleri ve % inhibisyon degerleri belirlenmistir.
Calismada elde edilen sonuglardan, Lactobacillus cinsi bakterilerin bagirsakta
bulunan safraya olan toleransi, safra oranina gore degistigi, safranin %0,06, %0,15
ve %0,30 konsantrasyonlarinda, artan konsantrasyona bagli olarak bakterilerin
gelisiminde azalma g6zlenmistir. Lactobacillus’ lar ortamda bulunan safrayi belirli
bir seviyeye kadar tolere edebilmektedir. Ancak safra konsantrasyonu yiikseldikce ve
ozellikle %0,30 oranindaki safranin varlifinda tiim suslarin tireme yogunlugunda
azalma tespit edilmistir. Ayn1 sekilde Taheri ve arkadaslar1 (2009a) tavuktan izole
ettikleri Lactobacillus tiirlerinin safraya toleranslarin1  (%0,075; 0,15; 0,30)

incelemisler ve safra yogunlugu artttkca bakteri yogunlugunda azalma

gozlemislerdir.

Lactobacillus’ larin farkli safra konsantrasyonlarindan etkilenerek yiizde inhibisyon
degerleri incelendiginde, en yiliksek yiizde inhibisyon 90,30 safra
konsantrasyonunda gozlenmistir. %0,06 safra konsantrasyonunda % inhibisiyon
degerlerinin %0,28 ile %8,93 oldugu; %0,15 safra konsantrasyonunda %21,32 ile
%42,69 arasinda ve %0,30 safra konsantrasyonunda ise %9,62 ile % 48,91 oldugu
bulunmustur. %0,06 safra konsantrasyonunda en yiiksek inhibisyonu L. acidophilus
BAZ54 (%8,93) susunda gozlenmistir. Lactobacillus’lar arasinda safraya karsi en
direncli suslar olarak L. fermentum ZYNL17 ve L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32
belirlenirken, en duyarh L. acidophilus BAZ59 susu oldugu tespit edilmistir. %0,06
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ve 9%0,15 safra konsantrasyonlarinda suglarin optikal yogunluklarinda kontrol
grubuna gore cok fazla bir diisiis gézlenmezken %0,30 safra konsantrasyonunda

bakterilerin tiremelerinde diger konsantrasyonlara gére azalma oldugu gézlenmistir.

Burns ve arkadaglar1 tarafindan 2008 yilinda yapilan bir ¢aligmada, insan
bagirsagindan izole edilen L. delbrueckii ve L. acidophilus tiirlerinin artan safra
derisimine karsi direnglilikleri incelenmistir. Bazi suslarin  safraya karsi
direngliliginin iyi olmasina karsin bazilarmin safray1 tolere edemedikleri sonucuna
ulagilmislardir. Bu durum suslarin izolasyon kaynaklarinin fakli olmasinin bir sonucu
olarak yorumlamiglardir. Yapilan ¢alismalarda ve bu ¢alisma sonucunda kullanilan
bakterilerin safraya farkli tolerans gostermeleri izolasyon kaynaklarinin farkli

olmasinin bir sonucu olabilir.

Lactobacillus suslarinin otoagregasyon denemelerinde EPS iiretim kapasitesi yiiksek
olan L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32, L. acidophilus BAZ29, L. acidophilus
BAZ36, L. acidophilus BAZ43, L. acidophilus BAZ63 suslar1 kullanilmistir. Suslarin
otoagregasyon sonuglar1 degerlendirildiginde en yiiksek L. acidophilus BAZ36
(%33,3) ) susunda tespit edilirken, L. acidophilus BAZ43 susunda otoagregasyon
tespit edilememistir. Sabir ve arkadaslar1 (2010) kefirden izole ettikleri Lactobacillus
spp suslarinin otoagregasyon oranlari % 29-88 oraninda belirlenmistir. Heravi ve
arkadaglarinin 2011 yilinda yaptiklari ¢alismada 31 adet Lactobacillus spp. susunun
otoagregasyon yetenekleri ¢alisilmis ve sadece 8 adet susta otoagregasyon oldugu
belirlenmistir. Yapilan bir c¢aligmada tavuk intestinal sisteminden izole edilen
Lactobacillus fermentum ve Lactobacillus salivarius suslarinin otoagregasyon
yetenekleri incelenmis, L. salivarius susunun otoagregasyon yeteneginin yiiksek
oldugu belirlenmistir (Hutari ve ark. 2011). Elde edilen sonuglar agregasyon
yeteneginin tlire ve susa gore degisken oldugunu gostermektedir. Yine elde edilen
sonuglar suslarin agregasyon yeteneginde yiiksek EPS firetiminin yaninda baska
faktorlerin de etkili oldugunu diistiniilmektedir. Probiyotik bakterilerin sagliga yararh
etkilerini goOsterebilmeleri icin agregasyon ile yeterli sayiya gelebilmeleri

gerekmektedir.
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Probiyotik bakterilerin koagregasyon yetenegi patojen bakterilerin kolonizasyonunu
engelleyici bir bariyer gorevi gormektedir. Ayni1 zamanda probiyotik bakteriler bu
alanda yasarken irettikleri antimikrobiyal metabolitlerle patojen
mikroorganizmalarin gelismesini engelleyerek bu etkiyi artirmaktadirlar. Yine EPS
tiretimi yiiksek olan suslarin E. coli ATCC 11229 ile Salmonella enteritidis ATCC
13076 suslariyla koagregasyon denemeleri yapilmistir. Lactobacillus suslar ile E.
coli ATCC 11229’ un % koagregasyonu degerlendirildiginde en yiiksek %
koagregasyon L. acidophilus BAZ36 (%28,3) susunda bulunmus, en diisiik
koagregasyon ise L. acidophilus BAZ43 (%]1,5) susunda gozlenmistir. Salmonella
enteritidis ATCC 13076’ % koagregasyonu degerlendirildiginde ise en yiiksek %
koagregasyon L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32 (%25,0) susunda bulunmus
olup, en disik % koagregasyon L. acidophilus BAZ43 (%]1,0) susunda tespit

edilmistir.

Hutari ve arkadaslarimin 2011 yilinda tavuk intestinal sisteminden izole ettikleri
Lactobacillus salivarius subsp. salivarius susu ile Salmonella tiirleri arasinda % 13,8

koagregasyon gozlenmistir.

Koagregasyonda en onemli Ozellik hiicre yiizeyinin hidrofobikligi ve intestinal
mukoza hiicrelerine yapismasidir (Handley ve ark., 1987). Van Coillie ve ark.,
(2007) Lactobacillus crispatus tiiriiniin  hidrofobikligi yiiksek oldugu i¢in
koagregasyon yeteneginin yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Jin ve ark.,(1996),
Ehrmann ve ark., (2002) ve Van Coillie ve ark., (2007) tavuk bagirsagindan izole
ettikleri Lactobacillus suslarinin Salmonella ve E. coli tiirleri ile koagregasyon
yeteneklerinin oldugunu bildirmislerdir. Yapilan ¢aligmalar incelendiginde tiire ve

susa gore koagregasyon yetenegi degiskenlik gdsterebilmektedir.

Sabir ve arkadaglar1 (2010) yilinda kefirden izole ettikleri Lactobacillus spp.
suglarinin E. coli ATCC 11229 susuyla koagregasyonu degerlendirildiginde % 18-80
oraninda tespit etmislerdir. Bu c¢alismada genel olarak ¢alisilan suslarin E. coli ile
koagregasyon orani benzer yada daha az olarak bulunmustur. Bunun nedeninin de,

izolasyon kaynaginin farkli olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.



68

Bu ¢alisma sonucunda, L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32 ve L. acidophilus
BAZ29 suslarinin EPS {iretim kapasiteleri, asit direnglilikleri ve safra toleranslarinin
diger suslara gore yiiksek olmasi nedeniyle mide-bagirsak yolunda canliliklarini
koruyarak, bagirsaklara ulasacaklar1 diistiniilmektedir. Ayrica, liretmis olduklar1 EPS
ve gosterdikleri otoagregasyon ve koagregasyon yetenekleri aracilifiyla epitel
yiizeylere daha kolay kolonize olup, patojenler iizerindeki inhibisyon etkileri
sayesinde, epitel yilizeyinde E. coli ve Salmonella’ lar gibi patojen

mikroorganizmalar i¢in biyolojik bir bariyer olusturabilecekleri diisiiniilmektedir.

Bu calismadan elde edilen sonuglara gore, Lactobacillus suslarinin bazi Gram-
pozitif ve Gram-negatif patojen bakterilere karsi antimikrobiyal etki gosterdikleri,
yiiksek oranda EPS iirettikleri, mide-bagirsak sistemindeki zor sartlara dayaniklilik
gosterdikleri ve kolonize olabilmelerinden dolay1 yeni potansiyel tavuklar igin

probiyotik sus olarak aday olabilecekleri diigiiniilmiistiir.

Ozellikle probiyotik olarak iistiin niteliklere sahip suslarin diger bazi probiyotik
ozelliklerinin belirlenerek (hidrofobisite, epitelyum yiizeye yapisma, kolesterol
giderimi gibi) sonra yapilacak calismalarla tavuklarin bu probiyotik sus ve/veya
suslarla beslenerek tavuk probiyotiklerine alternatif olup olamayacaklar

degerlendirilebilir.
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