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Bu c¢alismada; farkli yas gruplarina mensup insan gayta ve Tirkiye’nin farkl
yorelerinden saglanan fermente gida orneklerinden, 28 adet antimikrobiyel aktiviteye
sahip bakteri izole edildi. Biyokimyasal testlere ve 16S rDNA dizi analizine gore bu
izolatlarin; 8 adedi Lactobacillus casei, 9 adedi Lactobacillus plantarum, 8 adedi
Lactobacillus brevis ve 3 adedi ise Pediococus pentosaceus olarak tanimlandi.
Tanimlanan laktik asit bakteri gruplarinda, plazmid igerikleri bakimindan farkliliklarin
tespit edilmesi soz konusu tiirlere ait iiyelerin farkli biyovaryeteler olduguna isaret
etmistir. Tiirkiye kokenli laktik asit bakterilerinin diisiik pH degerlerine (pH 3) ve pH-
pepsin uygulamalarina gosterdikleri direng diizeyleri probiyotik 6zellik i¢in tanimlanan
sinirlar i¢inde bulundu. Buna karsilik; Lactobacillus casei BH96, BH101 ve BG35
pankreatin ve safra tuzu uygulamasina kars1 hassasiyet gosterdigi icin, probiyotik se¢im
kriterlerine uygun bulunmadi. y-hemolitik 6zellik gosteren suslarda, 6zellikle tedavide
kullanilan antibiyotikler icin yiliksek direnglilik diizeyleri saptandi. Pediococus
pentosaceus BH105 susu tarafindan iiretilen bakteriyosinin (1600 AU/mL) yiiksek
sicaklik ve pH stabilitesine sahip pediosin; Lactobacillus brevis BG18 susu tarafindan
iiretilen bakteriyosinin (800 AU/mL) glikolipit yan gruplarina sahip brevisin,
Lactobacillus plantarum BG33 bakteriyosinin (400 AU/mL) ise diisiik sicaklik
stabilitesine sahip, lipaz uygulamasina direncli plantasirin benzeri bakteriyosin oldugu
saptandi. Pediococus pentosaceus BHI105, Lactobacillus brevis BG18, Lactobacillus
plantarum BG33 bakteriyosinlerinin trisin sodyum dodezil siilfat-poliakrilamid jel
elektroforez (Trisin-SDS-PAGE) sistemi kullanilarak yapilan analizinde, molekiiler
bliytikliikleri sirasiyla 5.0 kDa, 2.5 kDa ve 2.7 kDa olarak tespit edildi. BH105, BG18
ve BG33 suslarinin Caco-2 hiicrelerine sirasiyla % 10.12 (£2.4), % 5.93 (£0.64) ve %
2.85 (£0.9) oraninda tutundugu saptandi. Yarigma denemelerinde BH105, BG18 ve
BG33; E.coli LMG 3083 susunun tutunmasini sirasiyla % 88.72 (£5.53), % 83.08
(+2.51) ve % 77.66 (£5.91), S. Typhimurium SL1344 susunun tutunmasini ise sirastyla
% 60.64 (£10.97), % 77.94 (£3.04), % 61.76 (+4.08) oraninda azalttig1 belirlendi.

Subat 2009, 146 sayfa

Anahtar Kelimeler: Lactobacillus, Pediococcus, probiyotik, bakteriyosin, Caco-2
hiicreleri



ABSTRACT
Pt. D. Thesis

ISOLATION and IDENTIFICATION of PROBIOTIC LACTOBACILLI
ORGINATED FROM FOOD and HUMAN and CHARACTERIZATION of the
ABILITY of BACTERIOCIN PRODUCTION

Basar UYMAZ
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Supervisor: Mustafa AKCELIK, Ph.D

In this study, 28 bacteria that endowed with antimicrobial activity were isolated by the
faeces that belongs to different age group people and by providing fermented foods
from different places of Turkey. In regard to biochemical tests and 16S rDNA sequence
analyzes, the 8 of the isolates were described as Lactobacillus casei, 9 of them were
described as Lactobacillus plantarum, 8 of them were described as Lactobacillus brevis
and 3 of them were described as Pediococus pentosaceus. The observed differences in
described lactic acid bacteria groups in terms of plasmid contents, mark that the
mentioned species were different bio-varieties. The resistance levels of Turkey origin
lactic acid bacteria to the applications of low levels of pH values (pH 3) and pH-pepsin
were found in the range for defined probiotic attribution level. In contrast to this,
Lactobacillus casei BH96, BH101 and BG35 were not found as suitable for the
probiotic selection criteria since their sensitives to pancreatic and bile salt applications.
High resistance levels were found for y-hemolytic strains to the antibiotics which
especially used for therapy. The bacteriocin (1600 AU/mL) produced by Pediococus
pentosaceus BH105 were characterized as pediocin like bacteriocin with high pH and
heat stability. The bacteriocin (800 AU/mL) produced by Lactobacillus brevis BG18,
were defined as brevicin like bacteriocin with glicolipid moiety. The bacteriocin of
Lactobacillus plantarum BG33 (400 AU/mL), defined as plantacirin like bacteriocin
which resistant to lipase treatment, with low heat stability. Molecular mass of
Pediococus pentosaceus BH105, Lactobacillus brevis BG18, Lactobacillus plantarum
BG33 bacteriosins was found as 5.0 kDa, 2.5 kDa ve 2.7 kDa, respectively by the tricin
sodium dodesil sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (Tricin-SDS-PAGE) system.
The adhesion ratio of BH105, BG18 and BG33 to the Caco-2 cells as 10.12% (£2.4),
5.93% (+0.64) and, 2.85% (0.9), respectively. In competition tests; BH105, BG18 and
BG33 were reduced E. coli LMG 3083 adhesion at the rates of 88.72 % (£5.53), 83.08%
(#2.51) and % 77.66 (£5.91) and S. Typhimurium SL.1344, adhesion at the rates 60.64
%(£10.97), 77.94% (£3.04), 61.76 %(+4.08), respectively.

February 2009, 146 pages
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1.GIRiS

Probiyotikler, belirli miktarlarda tiiketildiginde konakg1 saglig tizerinde olumlu etkilere
neden olan mikrobiyel gida katkilar1 olarak tanimlanmaktadir. Probiyotiklerin tiiketici
saglig1 lizerinde yarattig1 etkilerin en detayl sekilde arastirildigi mikroorganizma grubu
laktik asit bakterileridir. Bu c¢alismalardan elde edilen veriler; probiyotiklerin
kullaniminin insanlarin ve hayvanlarin saglikli beslenmesinde ve mikrobiyel
enfeksiyonlardan korunmasinda ucuz ve giivenli bir yol olduguna isaret etmektedir.
Glinlimiizde probiyotik  katkili  birgok siit iirlinlinlin  endiistriyel  iiretimi
gerceklestirilmektedir. Insan ve hayvan bagirsak sisteminden izole edilen Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus paracasei ve Bifidobacterium tiirleri, bu amacla en yaygin
kullanim alani bulan bakterilerdir. Bu bakteriler araciligi ile hazirlanan probiyotik
preparatlarinin endiistriyel gida {iretim siireglerinde kullanimi, tiiketici istekleri
dogrultusunda, giderek yayginlik kazanmaktadir. Zira diinya niifusunun artmasina
paralel olarak artan hazir gida tiikketiminde, mikrobiyel kontaminasyonlar ana sorunu
teskil etmektedir. Gidalarin korunmasinda ve gidalarin tiiketici sagligi iizerindeki
olumsuz etkilerinin en aza indirilmesinde kullanilan bircok gida koruyucusunun
ozellikle kontrol dis1 kullanimi, ayn1 zamanda ciddi saglik ve cevre sorunlarma yol
acmaktadir. Bu nedenle tiiketici egilimi, dogal gida katkilarimin kullanimi yoniinde

degismektedir.

Bir susun etkin bir probiyotik olarak tanimlanabilmesi i¢in gerekli 6zellikleri, gerek
kullanilacag1 gida sistemindeki davranisi ve gerekse hedef tiiketici sagligi tizerinde
yaratacagl olumlu etkiler esas alinarak belirlenmistir. Bu kriterler igerisinde; susun
insan orjinli olmas1 ve gastrointestinal sistemde canliligini siirdiirmesi, gastrik aside ve
fizyolojik konsantrasyondaki safra tuzuna direnci yaninda, ince bagirsak epitel
hiicrelerine tutunma Ozelligi gostermesi, en ¢ok {lizerinde durulan probiyotik
mikroorganizma davranislaridir. Diger yandan o6zellikle etkin antimikrobiyel madde
iretim Ozellikleri, hem gidalarin hem de tiiketicilerin gida bozulmalar1 ve patojen
mikroorganizmalarin olumsuz etkilerinden korunmasinda biiylik énem tasimaktadir.
Probiyotik mikroorganizmalarin, ince bagirsak mukozasina tutunma &zellikleri,

gastrointestinal sistemde kolonize olmanin ilk asamasin teskil etmektedir. S6z konusu



kolonizasyon sayesinde probiyotik mikroorganizmanin etki siiresi artmakta ve immiin

sistem modiilasyonu gerceklestirilebilmektedir.

Endiistriyel kullanimda giderek artan degeri nedeniyle, {istiin probiyotik 6zelliklere
sahip suslarin detayli tanisi iizerinde yogun caligmalar siirdiiriilmektedir. Ancak,
ozellikle geleneksel gida iiretiminin ¢ok azaldig1 endiistrilesmis iilkelerde yeni suslarin
tanimlanmasi, yaygin starter kiiltiir kullanimi nedeniyle ¢ok diisiik bir olasilik haline
gelmigstir. Tiirkiye gibi, geleneksel gida liretiminin hala yaygin oldugu iilkeler ise bu tip
mikroorganizmalar i¢in kaynak olarak goriilmektedir. Bu esas dogrultusunda planlanan
doktora tez calismasinda; insan ve gida orneklerinden izole edilen laktobasillerin

probiyotik 6zelliklerinin evrensel kriterler kullanilarak tanimlanmasi amaglanmaktadir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 intestinal Sistem Florasi

Insan viicudunda, organlarda ve yiizeylerde bulunan toplam mikrobiyel hiicre sayisi
(10"-10") 6karyotik hiicre sayisinin yaklasik 10 kati kadardir (Gorbach et al. 1967).
Insan sindirim, genital ve deri mikrobiyel ekosistemleri ¢ok sayida ve farkli
mikroorganizma icermektedir. Sindirim sisteminde bulunan mikroorganizmalarin
dagilimi; mide, duodenal, jejunal, ileal, ¢ekal, kolonik, rektal ve fekal mikroflorada
farklilagsmaktadir (Cizelge 2.1). Uygun anaerobik kiiltlir tekniklerinin kullanimi ile
diskidaki toplam mikroorganizmalarin % 88’den fazlasinin iiretilmesi miimkiindiir. Bu
kiiltiirlerden hareketle kolon mikroflorasi tahmin edilebilir (Moore and Holdeman
1978). Intestinal flora 400’iin iizerinde bakteri tiiriinii icermektedir (Cummings and
Macfarlane 1991). Toplam bakteri sayis1 genellikle gastrik bolgede mL’de 10°iin
altindayken, ince bagirsakta 107, terminal ileumda ise 10°-10 civarindadir (Guarner
2003). Kalin bagirsak, sindirim sisteminin diger bolgeleri ile karsilagtirildiginda, daha
kompleks ve yogun populasyona sahip (10''-10'%) bir ekosistemdir (Cummings and
Macfarlane 1991, Guarner et al. 2003). Proksimal kolon bdlgesi, besin girisi nedeniyle
yiikksek konsantrasyonda substrat igerir. Mikrobiyel fermentasyon sirasinda firetilen
asitlerden dolayr pH’s1 5.5-6.0 civarindadir ve distal kolonla karsilastirildiginda,
mikrofloranin metabolik olarak daha aktif oldugu belirlenmistir (Playne et al. 2003).
Kolonun distal bolgesi daha diisiik substrat konsantrasyonu igerir ve bu bolgede
bakterilerin gelisimi daha yavastir. Sindirim sisteminde bulunan bakteri florasinin %
90’1 veya daha fazlas1 Bifidobacterium, Lactobacillus ve Bacterioides cinslerine dahil
anaerob bakteriler tarafindan olusturulmaktadir. Floranin diger iiyeleri; Enterococcus ve
Streptococcus cinsinde yer alan tiirler ile Clostridium, Staphylococcus, Pseudomonas
gibi patojen bakteriler, kiifler ve Candida cinsi mayalardir (Salminen et al. 1998,

Fonden et al. 2000, Dethlefsen et al. 2006).



Cizelge 2.1 Sindirim sisteminde yer alan mikroorganizmalar (Dethlefsen et al. 2006)

Sindirim Sistemi | Baskin Flora

Bolgesi

Agiz boslugu Lactobacillus, Bacterioides, Veillonella, Fusobacterium

Yutak Lactobacillus, Bacterioides, Veillonella, Fusobacterium

Mide Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Fusobacterium

Duodenum Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Veillonella, Eubacterium

Jejunum Enterococcus, Lactobacillus, Veillonella, Eubacterium

[leum Enterococcus, Lactobacillus, Veillonella, Eubacterium

Cekal Peptostreptococcus, Bifidobacterium, Bacterioides, E. coli,
FEubacterium, Clostridium, Lactobacillus, Fusobacterium

Kolon Peptostreptococcus, Bifidobacterium, Bacterioides, E. coll,
FEubacterium, Clostridium, Lactobacillus, Fusobacterium

Rektum Peptostreptococcus, Bifidobacterium, Bacterioides, E. coll,
FEubacterium, Clostridium, Lactobacillus, Fusobacterium

2.1.1 Intestinal sistem florasiin kolonizasyonu

Insandaki normal mikroflora; dogum sirasinda anneden gecen ve disaridan degisik
yollarla alinan mikroorganizmalarin dokulardaki kolonizasyonu sonucu olusur. Yeni
dogan bebeklerin sindirim sistemi sterildir. Bakteriyel kolonizasyon, dogum sirasinda
ve takip eden birka¢ giin i¢cinde olusmaya baslar. Kolonizasyon siireci; gebelik yast,
dogum ve beslenme sekli gibi faktorlerden etkilenmektedir. Yenidoganlarin sindirim
sistemi birincil olarak annenin vajinal, kolon ve deri sistemi ile ¢evre (dogrudan insan
temasi veya hastane ¢evresinden) mikroflorasindan gelen mikroorganizmalar tarafindan
inokiile olur (Holzapfel e al. 1998, Fanaro et al. 2003). Kolonizasyonun baglangi¢ fazi
yaklasik iki haftalik bir periyotta gergeklesir. Fakiiltatif Gram-pozitif koklar,
enterobakteriler ve laktobasiller burada ilk kolonize olan bakterilerdir. Bu
mikroorganizmalar mevcut oksijeni hizli bir sekilde tiiketerek zorunlu anaerobik tiirlerin
gelisimi i¢in uygun bir ortam olusturur. Daha sonraki siirecte; anne siitii ile beslenen
bebeklerde, E. coli ve Streptococcus populasyonlart sayica azalirken, Clostridium ve

Bacterioides poplilasyonlar1 ise kismen veya tamamen kaybolur. Bakteriyel



popiilasyonlardaki bu azalma mikroflorada bifidobakteri populasyonunun dominant hale
gecmesiyle sonuglanir (Harmsen ef al. 2000). Mama ile beslenen yeni dogmus
bebeklerde ise Bifidobacterium, Bacterioides, Lactobacillus, Clostridium ve
Streptococcus cinsleri liyelerini iceren daha kompleks bir mikroflora bulunur (Stark and
Lee 1982, Benno et al. 1984, Harmsen et al. 2000). Anne siitiinde bulunan ¢esitli
glikoproteinlerin ve ¢oziilebilir oligosakkaritlerin bifidobakterilerin gelisimi i¢in segici
simulator bir etkiye sahip oldugu diisliniilmektedir (Gauhe et al. 1954, Petschow and
Talbott 1991). Siitten kesilmeyi takiben bu farkliliklar kaybolmakta, mikroflorada
cesitlilik artmakta ve yetiskin florasina benzer bir flora gelismektedir (Collins and
Gibson 1999, Mountzouris et al. 2002). Bebeklerin kolon mikroflorasinda, fakiiltatif
anaeroblarin sayis1 yetigkinler i¢in bildirilenden daha fazla olmasina ragmen, genellikle
iki yil igerisinde yetigkinlerinkine benzer bir flora olusmaktadir (Collins and Gibson

1999, Fanaro et al. 2003, Ewaschuk and Dieleman 2006) (Cizelge 2.2).

Intestinal floranin kazanilma siireci, dénemsel degisikliklerin dikkate alindig1 uzun
siireli ¢alismalarla belirlenmistir. Suslarin kolonize olma siirecinde, intestinal floradaki
fizyolojik faktorlere bagli olarak, farkli evreler tanimlanabilir. Ornegin, insanda oral
streptokoklarin  kolonize olmasinda farkli asamalar saptanmistir. Streptococcus
salivarius dogumdan sonraki ilk haftada, Streptococcus sanguis 9 ay igerisinde ve
mutan streptokoklar ise (6zellikle Str. mutans ve Str. sobrinus) 26 ay sonunda kolonize
olmaktadir. Bu durum biiyiik olasilikla, kolonizasyon i¢in genis ylizey ve ince ¢atlaklar
saglayan birincil ve ikincil az1 dislerin gelisimine baglidir. Mutan streptokoklarin siit
azilart araciligi ile agiz boslugunda kolonizasyonunu takiben, dental plagin diger

tiyelerinin kolonizasyonu gergeklesir (Caufield 1997).

Lactobacillus ve Bifidobacterium iyelerinin insan intestinal sistemine hakim olma
stireci ile ilgili sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Arastiricilar; Lactobacillus cinsine
ait baghca tiirleri; Lb. crispatus, Lb. gasseri, Lb. salivarius ve Lb. reuteri olarak
tanimlamistir. Lb. johnsonii, Lb. ruminis, Lb. casei ve Lb. brevis ise kosula bagl
belirlenen tiirler i¢cinde smiflandirilmistir. Bifidobacterium iiyelerinden; Bf. bifidum
yetiskin insanlarda zaman zaman tespit edilirken, Bf. Longum dominant tiir olarak

saptanmustir. Bunun tersine, Bf. Infantis ve Bf. breve bebek diskisindaki en yaygin tiirler



iken Bf. longum nadiren bulunmaktadir (Biavati et al. 1986, Mitsuoka 1992, Ewaschuk
and Dieleman 20006).

Cizelge 2.2 Yetiskin ve bebek sindirim sisteminde bulunan mikroorganizmalar
(Fanaro et al. 2003)

Bebek Yetiskin

Mikroorganizma Ortalama Toplam Ortalama Toplam

(log kob/g) sayidaki oran (log kob/g) sayidaki oran

(%) (%0)
Koliform 8.3 <10.0 7.3 <3.5
Proteus 4.0 <0.02 3.0 <0.01
Staphylococcus 5.0 <0.2 3.6 <0.01
Streptococcus 7.8 <3.0 7.0 <2.0
Lactobacillus 6.6 <13 7.0 <0.1
Eubacterium* 9.0 55.6 9.0 56.3
Bifidobacterium* 9.0 99.6 9.6 78.0
Clostridium 5.0 <0.01 4.0 <0.1
Anaerobik kok* 10.0 94.7 10.0 95.1
Bacterioides* 9.8 95.1 10.0 97.8
Maya 4.7 <0.1 0 <0.01

*: Dominant mikroorganizmalar

2.1.2 intestinal floranmin fonksiyonlari

Intestinal sistem, birgok fiziksel ve endokrinolojik aktivitenin gergeklestigi fonksiyonel
olarak aktif bir bolgedir (Guarner 2006). Ornegin; enterositler, sodyum-hidrojen ve
klor-bikarbonatin paralel degisim mekanizmasi ile sodyum ve klorun taginmasini
gerceklestirirler. Potasyum, liimene enterositlerden aktif tasinma yolunu kullanarak giris
yapar. Mukoza ise karbonik anhidraz, hormon ve norotransmiter maddelerin tretildigi

endokrin hiicreleri bakimindan zengindir (Fooks et al. 1999).



Intestinal sistemin bir diger fonksiyonu; iist gastrointestinal sistemde sindirilemeyen
seliiloz, hemiseliiloz, pektinler ve gamlar gibi ¢ozlinmeyen polisakkaritler ve
oligosakkaritler ile ¢esitli seker ve seker alkollerin katabolize edilmesidir. Bu fonksiyon
intestinal ~ sistem  mikrofloras1  tarafindan  gerceklestirilmektedir.  Kompleks
karbohidratlarin intestinal bakteriler tarafindan fermente edilmesi sonucunda asetat,
propionat ve biitirat gibi kisa zincirli yag asitleri ile laktat, etanol, siiksinat, format,
valerat, H, ile CO;, ve metan gazlar1 olugsmaktadir (Salminen et al. 1998, Sullivan and

Nord 2005).

Epitel dokuda lokalize olan hiicrelerden (goblet) ve mukozal bezlerden salgilanan
mukus, [Ipitelyum dokuyu dis etkilerden korur. Hiicrelerden salgilanan mukus, zararh
bakteriler gibi partikiilleri yakalar ve epitelyal hiicrelerden uzaga tasir. Intestinal
floradaki bakteriler intestinal mukoza ile birlikte stabil bir ekosistem olusturarak
sindirim sistemini istila eden patojen mikroorganizmalara kars1 ‘kolonizasyon direnci’ni
saglar. Intestinal mikrofloradaki bu denge; hastalik, yaslilik, stres, antibiyotik veya ilag
kullanimi, diyet aligkanliklariin degistirilmesi, iklim kosullarindaki degismeler ve
cevresel toksik maddeler gibi faktorlerden dogrudan ya da dolayli olarak
etkilenebilmektedir. Bu degisim antibiyotik kullanimina bagli diyare, gastroenterit, akut
diyareler, rotavirus diyaresi, seyahat diyaresi, pelvik radyoterapi uygulamasina bagh
diyare gibi bircok gastrointestinal hastalik ve fonksiyon bozukluklar1 ile

sonuglanabilmektedir (Parracho et al. 2007).

2.2 Fonksiyonel Gidalar

Son ylizyilda, yasamin saglikli bir sekilde siirdiiriilmesinde ve hastaliklara karsi
korunmada bagirsak florasinin 6nemli bir rolii oldugu daha iyi anlasilmistir.
Mikrofloranin diyet ile desteklenmesi yeni bir goriis olmayip, Bulgar koyliilerinin uzun
ve saglikli yasamlarinin fermente siit tiriinlerini tiikketimlerine baglh oldugunu 6ne siiren
ve 1908 yilinda ‘fagosit’ teorisi ile Nobel 6diilii alan Metchnikoff’a dayanmaktadir.
Metchnikoff, bu iiriinlerde bulunan ¢ubuk seklindeki bakterilerin (Lactobacillus sp.),
kolondaki kompleks mikrobiyel popiilasyonu olumlu yonde etkiledigini ve konak

lizerinde ‘otointoksikasyon’ adi verilen bir etkisi bulundugunu belirtmistir.



Antibiyotikler, hastaliklarin tedavisi yaninda gida koruyucusu olarak da yaygin bir
kullanim alanina sahiptir. Giiniimiizde gerek antibiyotik direnci gelisimi ve gerekse
saglik iizerinde olusturdugu olumsuz yan etkiler nedeniyle, antibiyotiklerin kullaniminin
sinirlandirilmasi, fonkisyonel gidalara olan ilgiyi artirmistir (Collins and Gibson 1999).
Fonksiyonel gidalar (probiyotik ve prebiyotik) esas olarak, temel besleme islevi
yaninda, tiiketici sagligini destekleyen ve immiin sistemi gii¢lendiren gidalardir (Gibson

1998, Playne et al. 2003).

2.2.1 Probiyotikler

Probiyotikler, intestinal sistemin mikrobiyel dengesini diizenleyerek konakg¢i sagligi
tizerinde yararli etkileri olan, canli mikrobiyel gida katkilaridir. Giinlimiizde probiyotik
tanimi, insan ve hayvan saglhigini destekleyen (giiclendiren) ve gida, yem ya da gida
katki maddelerine ilave edilen mikrobiyel preparatlarin tiimiinii kapsamaktadir.
Probiyotik mikroorganizmalarin en 6nemli grubunu laktik asit bakterileri
olusturmaktadir. Bunlarin igerisinde Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleri en yaygin
olarak kullanilan probiyotik mikroorganizmalardir. Ayrica bazi bakteri cinsleri ile maya
ve kiif tiirlerinden de probiyotik iiriinlerin hazirlanmasinda yararlanilmaktadir (Lee and

Salminen 1995, Salminen et al. 1998 (Cizelge 2.3), Billoo et al. 2006, Kim et al. 2006).

Cizelge 2.3 Probiyotik liretiminde kullanilan mikroorganizmalar (Salminen et al. 1998)

Lactobacillus Lactobacillus cellobiosus, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus brevis
turleri Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus curvatus
Lactobacillus fermetum, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus jonhsonii
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus helveticus
Lactobacillus salivarius, Lactobacillus gasseri
Bifidobacterium Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium
tiirleri breve, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum
Bifidobacterium thermophilum
Bacillus tirleri Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus lentus, Bacillus licheniformis
Bacillus coagulans
Pediococcus Pediococcus cerevisiae, Pediococcus acidilactici

tiirleri Pediococcus pentosaceus




Cizelge 2.3 Probiyotik liretiminde kullanilan mikroorganizmalar (Salminen et al. 1998)
(devam)

Streptococcus Streptococcus salivarius ssp. thermophilus, Streptococcus intermedius

tiirleri

Bacteriodes tiirleri  Bacteriodes capillus, Bacteriodes suis, Bacteriodes ruminicola
Bacteriodes amylophilus

Propionibacterium  Propionibacterium shermanii, Propionibacterium freudenreichii

tiirleri

Leuconostoc Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides
tiirleri

Kiifler Aspergillus niger, Aspergillus oryzae

Mayalar Saccharomyces cerevisiae, Candida torulopsis

2.2.2 Probiyotik mikroorganizmalarin o6zellikleri

Probiyotik bir mikroorganizmanin tanimi i¢in zorunlu kriterler LABIP (Laktik Asit
Bakteri Endiistriyel Platformu) tarafindan belirlenmistir (Guarner and Schaafsma 1998,
Ewaschuk and Dieleman 2006). Buna gore probiyotik potansiyeli tagiyan

mikroorganizmalar:

e Insan orjinli olmalidur.

e Patojen ozellik icermemelidir.

e Qastrik asit ve safra tuzuna direng gostermelidir.

e Bagirsak epitel dokularina tutunmalidir.

e QGastrointestinal sistemde kisa siireler i¢in de olsa siirekliligini devam
ettirebilmelidir.

e Antimikrobiyel bilesikler iiretebilmelidir.

e Immiin cevabr stimiile edebilmelidir.

e Metabolik etki kabiliyeti olmalidir (kollesterol asimilasyonu, laktaz aktivitesi,
vitamin tiretimi).

e Teknolojik siireglere dire¢ gostermelidir.



Insan tiiketimi i¢in tasarlanan iiriinlerde insan kaynakli suslarin kullanimi, konaker ile
spesifik interaksiyonlar ve tiire baghh saglik etkileri acisindan 6nem tasimaktadir.
Normal bagirsak mikroflorasinin  {iyeleri olmalarindan dolay1r Lactobacillus,
Bifidobacterium, Enterobacterium gibi laktik asit bakteri suslari insan tiiketimi ic¢in
tasarlanan probiyotik iiriinlerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica, bu bakteriler
geleneksel olarak fermente siit iirlinlerinin iiretiminde de kullanilmakta ve GRAS
(Genel Olarak Giivenli) olarak kabul edilmektedirler. Buna karsin, Saccharomyces
boulardii gibi gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan bazi probiyotik

mikroorganizmalar, insan orjinli degildir (Dunne et al. 2001).

2.2.2.1 Asitlik ve safra tuzlarina direncg

Probiyotik olarak kullanilacak bir mikroorganizmanin, sindirim sisteminden gegisi
sirasinda canli kalabilmesi zorunludur. Bu nedenle lizozim basta olmak iizere, agiz
boslugunda bulunan enzimlere dayanikli olmasi ve midenin gastrik ortamindan (pH 1.5-
3.0) biyiikk olgiide etkilenmemesi gerekmektedir. Safra tuzlari, karacigerde
kolesterolden sentezlenir ve safra kesesinden duodenuma salgilanir (500-700 mL/giin)
(Hoffman et al. 1983). Bu asitler daha sonra kolonda mikrobiyel aktiviteden dolay1
kimyasal modifikasyonlara (dekonjugasyon, dehidroksilasyon, dehidrojenasyon ve
deglukuronidasyon) ugrar (Hill and Draser 1968, Shimada et al. 1969, Hylemon and
Glass 1983). Tiim konjuge ve konjuge olmayan safra tuzlari; FE.coli suslar, Klebsiella
ve Enterococcus tiirleri igin antibakteriyel etkiye sahiptir (Lewis and Gorbach 1972,
Hoffman et al. 1983, Lee and Salminen 1995). Konjuge olmayan safra tuzlar1 daha
yiiksek antimikrobiyel aktiviteye sahiptir. Gram-pozitif bakterilerin safra tuzlarina
hassasiyeti, Gram-negatif bakterilerden daha yiiksektir (Floch et al. 1972, Tahri et al.
1996). In vitro diren¢ denemelerinde, bifidobakterilerin safra tuzlarina laktobasillerden

daha direngli olduklar1 belirlenmistir (Dunne et al. 2001, Maragkouidakis et al. 2006).

2.2.2.2 Bagirsak hiicrelerine tutunma ve sindirim sistemine kolonizasyon

Probiyotik mikroorganizmalarin intestinal epitel ylizeylere tutunabilme kapasiteleri;

intestinal bolgede kolonize olabilmelerinde, patojen mikroorganizmalarin tutunmasini
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engellemede, immiin sistem modiilasyonunda, hasarli mukozanin iyilestirilmesinde ve
daha fazla ve uzun siireli probiyotik etki saglayabilmede kritik 6nem tagimaktadir (Ross

et al. 1996).

Probiyotik bakteriler, agiz boslugunda bulunan mikroorganizmalarin kolonizasyonunda
etkili olan tutunma ve/veya koagregasyon faktorleri gibi farkli kolonizasyon
mekanizmalarina sahiptir. Laktobasillerin insanlarda ince ve kalin bagirsaga tutunma ve
kolonize olma  mekanizmalari, hayvanlardaki tutunma ve  kolonizasyon
mekanizmalarindan farkhidir. Hayvanlarda bu tutunma proksimal sindirim sistemde

bulunan katlanmis epitel yiizeylerinde ger¢eklesmektedir (Boot et al. 1996a).

Domuz beslenmesinde probiyotik olarak kullanilan Lb. fermentum 104R’nin, 29
kDa’luk bir protein araclig1 ile domuz gastrik mukozasina tutundugu saptanmistir (Boot
et al. 1996b). Lb. reuteri’de ayni fonksiyona sahip kollajen baglanma proteini (Ross et
al. 1996), Lb. fermentum BR11A’nin BspA proteini ile cok benzer bulunmustur (Turner
et al. 1997). Diger yandan, Lb. johnsonmii Lal’in intestinal Caco-2 hiicrelerine
tutunmasinda lipotaykoik asit (LTA)’in gorev aldig1 belirlenmistir (Granato et al. 1999).
S-tabakada yer alan hiicre ylizey proteinleri ger¢ek bakteriler arasinda ¢ok yaygindir.
Tutunma, molekiiler eleme veya iyon tuzaklari gibi cesitli fonksiyonlardan S-tabaka
proteinleri sorumludur. Lb. acidophilus ATCC4356 susunda S-tabaka proteinlerinin
genetik dogasi lizerine yapilan ¢alismalarda iki gen tanimlanmistir (Boot et al. 1996a,
1996b, Granato et al. 1999). Bunlardan s/pA’nin aktif transkripsiyonu yapilmaktadir.
Ayn1 kromozom bdlgesinde yer alan s/pB (6 kb) ise sessiz bir gendir. Gastrointestinal
sistemde bulunan mikroflorada substratlar veya reseptorler i¢in ortaya ¢ikan yarigma, S-
tabaka proteinlerinin ¢esitlenmesine yol agmaktadir (Vaughan and Mollet 1999, Dunne

etal 2001).

2.2.2.3 Antimikrobiyel aktivite

Probiyotik bakterilerin intestinal sistemdeki en 6énemli foksiyonlarindan biri de konagin

dogal florasinin patojenler igin bir bariyer olusturmasina yardimci olmaktir. Bu nedenle

probiyotik mikroorganizmalarin  se¢iminde, patojenleri ve bozulma etmeni
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mikroorganizmalar1 inhibe etme potansiyeli dnemli bir kriterdir. Bir¢cok probiyotik sus,
bu fonksiyonu hidrojen peroksit (H,0O,), organik asit, diasetil, biyostirfaktan maddeler,
bakteriyosin veya bakteriyosin benzeri molekiilleri iceren bir ya da bir kag
antimikrobiyel maddeyi liretmek ya da bagirsak epitel hiicrelerine patojen bakterilerin

tutunmasini engellemek suretiyle yerine getirmektedir (Gibson 1998, Ouwehand et al.

1999).

2.2.2.3.1 Bakteriyosinler

Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan ribozomal olarak sentezlenerek ortama salgilanan
ve genelde yakin akraba tiirlerin inhibisyonunda etkili olan peptit veya protein yapidaki
metabolitlerdir (Klaenhammer et al. 1995, Delves-Broughton et al. 1996). Basta
Lactobacillus olmak tizere Lactococcus, Staphylococcus, Bacillus, Escherichia,
Pediococcus, Leuconostoc cinsi bakterilere ait pek ¢ok tiir bakteriyosin iiretme
yetenegine sahiptir. Birlesmis Milletlere baglit FAO ve WHO teskilatlari, bir laktokok
bakteriyosini olan nisin’in gida koruyucusu olarak kullanimina ilk olarak 1969 yilinda
izin vermistir (Eijsink er al. 1998). Diger bazi bakteriyosin preperatlarinin raf omrii
uzaticist  olarak endiistriyel kullanimma da gegilmistit. Ornegin; P. acidilactici
tarafindan {retilen pediosin PA-17AcH preperati Meksika tipi peynirde, bir
Propionobacterium bakteriyosini preperati da (Mikrogard) siizme peynir ve meyveli
yogurtlarda (Glass et al. 1995, Soomro et al. 2002) raf dmrii uzaticis1 olarak kullanima

sunulmustur.

Bakteriyosinler, benzer aktivite 6zelliklerinden dolayi, birgok kaynakta antibiyotiklerle
kanigtirllmaktadir.  Bakteriyosinleri  antibiyotiklerden  ayiran  temel  kriter,
bakteriyosinlerin antibiyotiklere nazaran ¢ok daha dar bir etki spektrumuna ve sadece
yakin akraba tiirler lizerinde bakteriyosidal ya da bakteriostatik etkiye sahip olmalaridir
(Margeret et al. 2002). Bu antimikrobiyel bilesik gruplar arasindaki diger farkliliklar

ise su sekilde siralanabilir:
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1. Bakteriyosinler, ribozomal olarak sentezlenen {iriinlerdir. Antibiyotikler ise
enzimatik islenme sonucu aktif formlarin1 kazanirlar (bu siireglerde
kotranslasyonel ve post-translasyonel modifikasyonlar etkilidir).

2. Her bakteriyosinin kendi direnglilik proteini vardir. Bu direnclilik proteinlerini
kodlayan genler, bakteriyosinlerin yapisal genleri ile baglantilidir. Antibiyotik
direngliligini yoneten genetik determinantlar ise, yapisal antibiyotik genleri ile
baglantili degildir.

3. Bakteriyosinler genellikle bakterilerin gelisme fazinda dretilir (birincil
metabolitler) ve iki bilesenli bir sistem tarafindan regiile edilir. Antibiyotikler
ise, gelisimin durma fazinda {retilen ikincil metabolitler olarak

tanimlanmaktadir (Nes et al. 2001, Margeret et al. 2002).

Yapilan caligmalarla bakteriyosinlerin biiylik bir ¢ogunlugunun plazmid kodlu oldugu
ve hatta tek bir plazmidin ii¢ farkli bakteriyosini kodladig1 gosterilmistir (Davey 1984,
Martinez et al. 1999, Foschino et al. 2001, Soomro et al. 2002). Bununla beraber, bazi
bakteriyosinlerin gen kodunun kromozomal DNA iizerinde bulundugu da tespit
edilmistir (Malik et al. 1994, Delgado and Mayo 2004). Bakteriyosinlerin
sentezlenebilmesi i¢in, en az 4 farkli fonksiyona sahip gen ya da genlere gereksinim

vardir. Bu genler, fonksiyonlar1 esas alinarak agagidaki gruplara ayrilmaktadir:

1. Oncii bakteriyosinlerin sentezlenmesinde gérev alan yapisal genler

2. Oncii peptidin olgunlastirilmasinda ve hiicre disina salgilanmasinda gérev alan
genler

3. Hiicreyi kendi bakteriyosinine karsi koruyan proteinleri sentezleyen direnclilik
genleri

4. Bakteriyosin sentezinin regiilasyonundan sorumlu genler (Klaenhammer 1993,

Nes and Tagg 1996, Delgado and Mayo 2004).

Farkli gruplarda degerlendirilen bakteriyosinler, etki mekanizmalar1 bakimindan da
farklilik gostermekle birlikte, biliylik bir ¢ogunlugunun ana hedefi konak hiicre
sitoplazma membranidir. Bu hedef iizerinde etki bigimlerinin ise farkliliklar icerdigi

belirlenmistir. S6z konusu etki mekanizmalarin ilki, spesifik baglanma noktasi
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gerektirmeksizin, sadece elektrolit dengesine bagli olarak hiicre membraninin yapisini
tahrip etmek suretiyle gerceklesen inhibisyon seklidir. Ozellikle genis etki spektrumuna
sahip bakteriyosinler ve kisa zincir yapisindaki Grup II bakteriyosinler bu tip etki
mekanizmasina sahiptir (Oscariz and Pisabbarro 2001, Delgado and Mayo 2004). Bu
etki mekanizmasina sahip bakteriyosinler, ancak belirli bir konsantrasyonun {izerinde
etkinlik gosterebilirler. Spesifik baglanma reseptoriine ihtiyag duymayan membran aktif
bakteriyosinlerin en Onemli temsilcisi nisin’dir. Bakteriyosinlerin bir diger etki
mekanizmasi ise, anti-listeriyel bakteriyosinlerde goriilen ve spesifik baglanma bolgesi
gerektiren inhibisyon etkisidir. Bu gruptaki bakteriyosinlerin sahip olduklar1t YGNGV
amino asit dizisi, sadece bu diziyi taniyan spesifik bir membran resptoriine baglanir ve
membran iizerinde iyon kanal yapisi olusturarak potasyum ve magnezyum gibi onemli
iyonlarin disar1 akmasina yol acar. Bakteriyosinlerde goriilen bir diger etki mekanizmasi
ise, dogrudan proton itici kuvvetin bozulmasi yolu ile gergeklestirilen inhibisyondur

(Jack et al. 1995, Cuesta et al. 2000, Sullivan and Nord 2005 ).

2.2.2.3.2 Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen bakteriyosinler

Laktik asit bakterileri (LAB), diisik G+C oranina sahip, Gram-pozitif, fakiiltatif
anaerob, sporsuz, ve asit tolerant olan tiirleri iceren heterojen bir gruptur.
Karbohidratlar1 heterofermentatif veya homofermentatif yolla laktik asite indirgerler.
Heterofermentatif tiirleri yan {iriin olarak asetik asit, formik asit, etanol ve karbondioksit
olusturabilmektedir. Bitkisel ve hayvansal hammaddelerin fermentasyonunda
endistriyel starter kiiltiir olarak kullanilan bu bakteriler; Aerococcus, Oenococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus ve Weissella olarak adlandirilan 12 cins
icermektedir. Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus
cinsi lyeleri, fermente siit {rlinlerinin {iretiminde starter kiiltiirler olarak

kullanilmaktadir (De Vuyst and Leroy 2007).
Laktik asit bakterileri (LAB) tarafindan iiretilen bakteriyosinler, endiistriyel acidan

biiyiikk 6nem tagimaktadir. Gida zehirlenmelerine neden olan Gram-negatif patojenlere

karst1 kullanima hazir diizeyde bir bakteriyosinin bulunmamasi, herhangi bir
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bakteriyosinin tek basina tiim Gram-pozitif patojenleri inhibe edebilecek kadar genis bir
etki spektrumuna sahip olmamas1 ve bazi bakteriyosinlerin genetik stabilite igermemesi
gibi  temel unsurlar, bakteriyosinlerin  gidalarda  dogrudan  kullanimini
sinirlandirmaktadir. Buna ragmen bakteriyosin iireticisi starter kiiltiir suslari, bazi
fermente gidalarin patojen ve bozulma etmeni bakterilerden korunmasinda, gida
giivenligi ve insan saglig1 agisindan etkin ¢oziimler sunmaktadir (De Vuyst and Leroy

2007).

Lactobacillus cinsine dahil bakteriler, trettikleri bakteriyosinlerin sayis1 ve gesitliligi
bakimindan biiyilk 6nem tasimaktadir. Laktobasiller, laktoz fermentasyonu sonucu
urettikleri laktik asit, asetik asit, etanol, asetaldehit, diasetil ve diger aroma bilesenleri
gibi metabolik bilesiklerle siit iirlinlerinin yapisal ve aromatik 6zelliklerinin gelisimine
katkida bulunmaktadir. DNA baz komposizyonu agisindan (% 32-55 mol G+C)
heterojen olan laktobasiller; Gram-pozitif, katalaz negatif, sporsuz, ince veya kalin
cubuk morfolojisindedir. Su ana kadar bu cinse ait 80 iizerinde tiir ve alt tiir
tanimlanmistir. Biiyiik bir ¢ogunlugu Grup II ve Grup III bakteriyosinlerine dahil olan
Lactobacillus bakteriyosinleri, gida sanayinde yiiksek bir kullanim potansiyeline
sahiptir (Kandler and Weiss 1986, Schleifer 1987), (Settanni and Corsetti 2008 Cizelge
2.4).

Endiistriyel a¢idan 6nem tasiyan bakteriyosin iireticisi bir diger cins Pediococcus’tur.
Pediococcus cinsine ait tilirler, Gram-pozitif, katalaz-negatif ve genellikle ¢iftler ya da
tetratlar halinde bulunan kok sekilli bakterilerdir. Zayif homofermentatif olan bu cins
tiyeleri % 6.5 NaCl konsantrasyonunda gelisme yetenegindedir. Cogu pediokok laktozu
fermente edemez ve siit ortaminda zayif gelisir. Diasetil ve asetoin baslica metabolik
tirtinleridir. P. acidilactici tarafindan iretilen pediosin PA-1/AcH giiclii bir anti-
listeriyel etkiye sahiptir. Bu 0zellik s6z konusu susun starter kiiltlir bileseni olarak

kullanim potansiyelini artiran ana unsurdur (Stiles 1996, Settani and Corsetti 2008).

Son yillarda LAB bakteriyosinlerinin bakterisidal aktivitesini genisletmeyi amaglayan

calismalar; laktoperoksidaz sistemi, hidrolitik enzimler ve c¢esitli celat ajanlari
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(sideroforlar gibi) gibi diger antibakteriyel faktorlerle bakteriyosinlerin sinerjik etkileri

lizerine yogunlagmistir (Settani and Corsetti 2008).

Cizelge 2.4 Laktobasiller tarafindan sentezlenen baslica bakteriyosinler (Settani and

Corsetti 2008)

Bakteriyosin Sentezleyen Tiir Etki Spektrumu
Asidosin 8912 Lb. acidophilus  Lb. casei, Lb. plantarum, Lactococcus lactis
Asidophilusin A Lb. acidophilus  Lb. delbrueckii, Lb. helveticus
Brevisin Lb. brevis Pediococcus damnosus, Leuconostoc oenos
Kazeisin 80 Lb. casei wkw

Kurvasin A
Gasserisin A

Helvetisin J

Helvetisin V-1829

Laktasin B
Laktasin F
Laktasin A
Laktasin B
Laktosin 27
Laktosin S
Plantarisin A
Plantarisin B
Plantarisin S

Plantarisin T

Reuterisin 6
Reutrisiklin

Reuterin

Sakasin A
Sakasin P

Lb. curvatus
Lb. gasseri
Lb. helveticus
Lb. helveticus
Lb. acidophilus
Lb. johnsonii
Lb. delbrueckii
Lb. delbrueckii
Lb. helveticus
Lb. sake

Lb. plantarum
Lb. plantarum
Lb. plantarum

Lb. plantarum

Lb. reuteri
Lb. reuteri

Lb. reuteri

Lb. sake
Lb. sake

Lb. sake, Lb. ivanovii, E. faecalis, L. monocytogenes
Lb. acidophilus, Lb. helveticus, Lb. brevis

ek

Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus

Lb. delbrueckii, Lb. helveticus, L. monocytogenes
Lb. fermentum, E. faecalis, Staphylococcus aureus
Lb. delbrueckii subsp. lactis

Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. fermenti

Lb. acidophilus

Pediococcus sp.

Leuconostoc sp.

Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus rhamnosus
Cl. tyrobutyricum, Lb. reuteri

Cl  tyrobutyricum, Propionibacterium sp., CI
botulinum sporlar1

Lb. acidophilus, L. monocytogenes

ek

Salmonella sp. , Candida sp., Shigella sp., Clostridium
sp.

Carnobacterium piscicola, L. Monocytogenes

L. monocytogenes

*** Etki spektrumu belli degil
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2.2.2.4 Giivenlik kriterleri ve teknolojik ozellikler

Probiyotik iirlin olusturmak amaciyla yeni cins ve tiirlerin se¢ciminde FHO/WHO
tarafindan Onerilen, uyulmast zorunlu giivenlik kriterlerine dikkat edilmesi
gerekmektedir. Giivenilir bir probiyotik se¢ciminde en 6nemli kriter, susun tanimlanmis
olmasidir. Bu amagla DNA-DNA hibridizasyonu veya 16S rRNA dizi analiz teknikleri
yaygin olarak kullanilmaktadir. Probiyotik 6zellik gosteren bir bakteri, patojen suslara
da sahip bir tiirlin iiyesi ise detayl bir klinik taninin yapilmasi1 gerekmektedir. Dikkat
edilmesi gereken bir diger gilivenlik kriteri de, antibiyotik direng genlerini tasiyip
aktarabilen ve intestinal sistemde mukozal yapiya zarar veren suslarin probiyotik olarak

kullanilmamasidir (Anonymous 2001).

Probiyotik potansiyeli olan mikroorganizmalarin faj direnglilik, genetik stabilite gibi
ozelliklerinin iyi aragtirtlmasi yaninda; biiylik 6l¢ekte tiretime uygunluk, iiriin tadinda
olumsuz etkisinin olmamasi ve {iriinde canli kalabilme yetenegi gibi teknolojik
siireclerdeki durumunun da belirlenmesi gerekmektedir. Probiyotik iirtinler genellikle
mikroorganizmalarin canliligini1 ve aktivitesini olumsuz yonde etkileyebilecek santrifiij,
liyofilizasyon gibi yontemler uygulanarak toz veya graniiler formda hazirlanmaktadir.
Probiyotik iiriin, hedeflenen yararli etkiyi gosterebilmesi i¢in bagirsak florasinda yarisa
girebilecek diizeyde canli mikroorganizma sayisina sahip olmalidir. Probiyotik {iriiniin
icerdigi canli bakteri sayisi; depolama siiresi, nem, sicaklik gibi kosullardan
etkilenmektedir. Bu nedenle probiyotik suslarin canlilif1 ve stabilitesi iizerine teknolojik
stireclerin etkisinin incelenmesi, son kullanim tarihini belirlemek i¢in zorunludur

(Sanders and Veld 1999, Dunne et al. 2001).

2.2.3 Probiyotik etki mekanizmalari

Probiyotiklerin konagi intestinal sistem bozukluklarina karst nasil korudugunu

aciklamaya c¢alisan bir¢ok mekanizma bulunmaktadir. Muhtemel etki mekanizmalari:

e Antimikrobiyel maddeler iireterek patojen bakterilerin inhibisyonu

e Tutunma bolgelerinin bloke edilmesi
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e Besin maddeleri i¢in rekabet
e Toksin reseptorlerinin yikimi

e Immiin sistemin uyarilmas, olarak tanimlanmaktadir (Rastall ez al. 2005).

2.2.4 Probiyotiklerin tiiketici saghgi iizerindeki etkileri

Intestinal floranin probiyotik bakteri tiiketimiyle desteklemesinin saglik {izerindeki
olumlu etkileri uzun yillardir bilinmektedir. Bu dogrultuda yapilan arastirmalarda; daha
saglikli bir yasam slirmek, viicut direncini artirmak, intestinal diizensizliklerle ve
hastaliklarla miicadele etmek icin probiyotik tiiketiminin gerekli oldugu klinik

deneylerle ispatlanmistir (Laurens-Hattingh and Viljoen 2001, Sullivan and Nord 2005).

2.2.4.1 Laktoz intoleransi

Laktoz intoleransi (laktozun sindirilememesi) 6zellikle Afrika ve Asya’da daha yaygin
olup ilerleyen yas, sindirim sistemi hastaliklar1 ya da antibiyotik kullanimi1 gibi bazi
terapi tiplerinin neden oldugu bagirsak mukozasinin bozulmasi sonucu, laktaz enzimin
azalmasindan kaynaklanmaktadir (Zubillaga er al. 2001). Laktoz intoleransi olan
hastalarda sindirilmeden kalan laktozdan dolayr ozmatik denge bozularak bagirsak
igerisinde sivi ve elektrolit birikimi meydana gelmekte ve laktozun florada bulunan
bakteriler tarafindan fermentasyonu sonucu hidrojen, metan ve karbondioksit gazlari
aciga cikmaktadir. Laktoz intoleransinin baslica belirtileri asir1 gaz, siskinlik, bulant1 ve
ishaldir. Probiyotik bakterilerin ince bagirsakta safra tuzlarinin etkisiyle parcalanmasi
sonucu bakteriyel laktazin serbest kalarak laktozu metabolize ettigi one siiriilmektedir
(Ouwehand et al. 1999, Zubillaga et al. 2001). Ayrica probiyotik laktobasil igeren
tirlinlerin tliketiminin beta-glukoronidaz, nitrorediiktaz ve azonitrorediiktaz gibi fekal
bakteri enzimlerinin aktivitesini azalttigi da saptanmigtir (Noble et al. 2002).
Bifidobakteriler ve diger probiyotik bakterilerin klinik preperasyonlarinin, laktoz
intoleransh hastalara uzun siire verilmesiyle hastalarda semptomlarin azaldig1 veya

tamamen ortadan kalktig1 gosterilmistir (Heyman and Menard 2002).
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2.2.4.2 Diyare

Diyare, bagirsakta peristaltik hareketlerin artmasi, emilimin azalmasi ve/veya
salgilanmanin artmasi1 sonucu ortaya cikmaktadir. Escherichia coli, Salmonella,
Clostridium difficile ve rotaviruslarin neden oldugu enfeksiyonlar, hastaligin baslica

nedeni sayilmaktadir (Ciarlet and Estes 2001).

Probiyotik suslarin, ¢ocuklardaki hastane diyarelerini engellemesi iizerine yapilan bir
calismada; Lactobacillus GG’nin proflaktik kullaniminin, ¢ocuklardaki rotavirus
gastroenterit riskini belirgin bir sekilde diisiirdiigii saptanmistir (Szajewska et al. 2001).
Lactobacillus GG’nin proflaktik kullannominin, gelismekte olan {ilkelerde cocuk
diyaresinin engellenmesi {izerine etkisinin incelendigi bir diger ¢alismada ise,
Lactobacillus GG alan ¢ocuklarda, plasebo grubundaki ¢ocuklara gore daha az diyare
vakasiyla karsilasildigi ve koruyucu etkinin ¢ocuklardaki yas gruplarina ve anne siitiiyle
beslenme kriterlerine gore degisim gosterdigi belirlenmistir. Probiyotik tedavi, rotaviriis
tarafindan enfekte olmus cocuklarda diyare siiresini kisaltmakta ve sivi diskilamada
azalmaya neden olmaktadir (Oberhelman et al. 1999, Guandalini et al. 2000, Szajewska
et al. 2001). Lb. rhamnosus (19070-2) ve Lb. reuteri (DSM 12246) kullanim1 sonucu
da, akut diyareli ¢ocuklarda tedavinin besinci giiniinden itibaren kontrol grubuna gore
daha az sulu diskilama oldugu belirlenmistir (Rosenfeldt et al. 2002). Lb. casei DN-
14001’°in rotaviriis enfeksiyonunu engelleme mekanizmasi ise, bakteriye ait ¢éziinen
faktorlerin bagirsak yiizeyindeki glikolizasyonu degistirmesi olarak tanimlanmigtir

(Freitas et al. 2003).

Seyahat diyarelerinin % 80’nin nedeni E. coli, Shigella ve Salmonella iyeleridir.
Lactobacillus GG’nin profilaktik olarak kullanildigi plasebo kontrollii calismada,
Tiirkiye’ye seyahat eden bireylerde diyarenin olus siklifinda diisme (Lactobacillus
grubunda % 23.9, plasebo grubunda % 39.5 hastalik oran1 tanimlanmistir) saptanmaistir.
Saccharomyces boulardii’nin yolculuk diyaresi tizerindeki etkisinin arastirildigi plasebo
kontrollii bir bagka arastirmada ise, diyarenin oraninda bolgeye ve doza bagli olarak
diisiis oldugu tespit edilmistir (Oksanen et al. 1990, Kollaritsch et al. 1993, Sullivan and
Nord 2005).
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Antibiyotik tedavisi alan hastalarda gorillen en yaygin (hastalarmm % 5-25°1)
komplikasyon, antibiyotik nedenli diyareler (AAD)’dir. Lactobacillus GG’nin
yetigkinlerdeki AAD’nin engellenmesi iizerine etkisini esas alan bir caligmada,
asemptomik Helicobacter pylori enfekte hastalar, probiyotik igceren veya igermeyen
ticlii antibiyotik tedavisine tabi tutulmustur. Calisma sonucunda probiyotik ilavesinin
hastalardaki diyare ve kusma sikayetlerinde belirgin bir azalmaya neden oldugu tespit
edilmistir. H. pylori tedavisi alan hastalardaki {i¢ probiyotik sus iceren preperat
(Lactobacillus GG, Lb. acipdophilus ve Bf. lactis; Ferzym, Specchiasol, Milan, Italy)
kullaniminin koruma etkisi, plasebo kontrollii bir ¢calismayla tespit edilmistir. Plasebo
grubuyla karsilagtirildiginda, probiyotik iriin kullanan hastalarin diyare oraninda
belirgin azalma oldugu belirlenmistir (Armuzzi et al. 2001, Cremonini et al. 2002,

Rastall et al. 2005).

Radyoterapi tedavisi goren kanser hastalarinda ve enteral tiiple beslenen hastalarda
gorlilen baslica komplikasyon akut diyaredir. Lb. plantarum, Lb. acipdophilus, Lb.
delbruekii sp. bulgaricus, Bf. longum, Bf. breve, Bf. infantis ve Str. salivarius sp.
thermophilus suslari iceren propiyotik bir preperat olan VSL 3’iin; sigmoid, rektal
veya servikal kanser nedeniyle ameliyat olan ve daha sonra radyoterapi gérmiis 190
hastada etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, probiyotik iirliniin plasebo grubuna gore
akut diyarenin siddetini 6nemli 6l¢iide azalttig1 saptanmistir (Delia et al. 2002, Sullivan

and Nord 2005).

2.2.4.3 Helicobacter pylori enfeksiyonlari

H. pylori; kronik gastirit, peptik iilser ve gastrik kanser nedenidir. Probiyotiklerin, H.
pylori enfeksiyonlar1 iizerine etkisi ¢esitli klinik testlerle arastirilmistir. Lb.
salivarius™un, H. pylori’nin kolonizasyonunu engelledigi ve IL-8 salgilanmasini stimiile
ettigi in vitro kosullarda saptanmistir. Ayrica, H. pylori ile enfekte farelerde, Lb.
salivarius’un H. pylori kolonizasyonunu azalttig1 belirlenmistir (Kabir et al. 1997). H.
pylori pozitif hastalar iizerinde standart li¢lii tedavi ile birlikte, Lb. acidophilus (LB) un
etkilerinin arastirildigi calismada; iire nefes testi sonuglarina gore, probiyotik alan

grupta (% 88), plasebo gruba (% 72) kiyasla hastalikta anlamli bir gerileme tespit
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edilmistir (Canducci et al. 2000, Malfertheiner et al. 2002). Baska bir calismada, H.
pylori gelisimi {lizerine probiyotiklerin inhibitor etkisini belirlemek amaciyla L. casei
Shirota igeren siit test edilmistir (Sheu et al. 2002). Ureaz aktivitesinin, kontrol grubuyla
(% 33) karsilastirildiginda probiyotik icecegi alan bireylerde 9% 64 oraninda azaldig:
tespit edilmistir. Uglii antibiyotik tedavisi alan H. pylori pozitif hastalara, probiyotik
Lactobacillus ve Bifidobacterium suslarini iceren yogurt verilerek yapilan ¢alismada ise
probiyotik grubun, sadece iiclii tedaviyi alan gruba gore, enfeksiyonun tedavisinde daha

basarili oldugu (% 78-91) belirlenmistir (Cats et al. 2003).

2.2.4.4 Crohn hastahg

Crohn hastalig1, gastrointestinal sistemi etkileyen transmural inflamasyon ile karakterize
edilir. Geleneksel tedavi, konak immiin yanitinin modifiye edilmesiyle yiiriitiiliir. Ancak
intestinal mikrofloranin diizenlenmesi de yeni bir tedavi yontemi olarak kabul
gormektedir. Ug bifidobakteri ve dort laktobasil tiirii ile Str. salivarius sp. thermophilus
kombinasyonunu ig¢eren probiyotik bir iiriinlin, ameliyat sonrasinda crohn hastalalig
lezyonlarinin tekrarlanmasini engelleme etkisi, plasebo kontrollii bir c¢alismada
gosterilmistir. Bir yil siiren calismada, antibiyotik-probiyotik kombinasyonu ile tedavi
edilen hastalarda lezyonlarin tekrarlama oraninda, plasebo grubuna gore belirgin bir

azalma tespit edilmistir (Gionchetti ef al. 2003).

2.2.4.5 Ulseratif kolitler

Bf. breve, Bf. bifidum ve Lb. acidophilus YIT 0168 igeren probiyotik iirliniin, iilseratif
kolitlerin tedavisinde etkinlik gosterdigi belirlenmistir. Bir yil siiren ¢alismanin
sonuglarina gore, tedavisinde probiyotik iiriin kullanilan grupta yer alan 11 hastanin
ancak li¢iinde, plasebo grubunda ise 10 hastadan dokuzunda semtoplarda artis meydana
geldigi tespit edilirken, kolonoskobik bulgularda fark saptanmamistir (Ishikawa et al.
2003).
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2.2.4.6 Positis

Positis, intestinal floradaki diizensizliklerin tetikleyici bir faktoér olarak rol oynadigi
ileal-anal anastomosis sonrasi, ileal bolgede meydana gelen inflamasyon ile tanimlanir.
Lactobacillus GG’nin kese mukozasinda endoskopik ve histolojik inflamasyon olan
hastalar {izerindeki etkisinin arastirildigi bir calismada, probiyotik kullaniminin kese
mikroflorasindaki degisimleri indiikledigi belirlenmistir (Kuisma et al 2003).
Probiyotik VSL 3 preperat1 kullanilarak yapilan ¢alismada ise, VSL 3 ile tedavi edilen
hastalarin % 85’inde, 9 ay sonra hastalik etkilerinde azalma goriiliirken, plasebo
grubundaki tiim bireylerde hastaligin tekrarladigina dair bulgular elde edilmistir

(Mimura et al. 2004).

2.2.4.7 Rahatsiz bagirsak sendromu

Rahatsiz bagirsak sendromu (IBS), karin agris1 veya diizensiz digkilamaya baglh
sikayetler ile karakterize edilen fonksiyonel bir hastaliktir. IBS hastalarindaki intestinal
mikrofloranin saglikli bireylerden farkli oldugu ve bu hastalarda gidalarin olagan dis1
fermentasyonunun gergeklestigi saptanmistir (Halpern et al. 1996). Is1 ile 6ldiiriilmiis
Lb. acidophilus kullanarak gerceklestirilen plasebo kontrollii ¢alismada, probiyotik
iriiniin hastalarin % 50’sinde tedavi edici etkisi bulundugu tanimlanmistir (Mertz 2003,

Ewaschuk and Dieleman 2006).

2.2.4.8 Kanser

Insanlarda goriilen kanserlerin baslica nedenlerinden biri, ¢cevreden alinan kanserojen
maddelerdir. Intestinal sistemde bulunan bakteriler, kanserojenlerin inaktivasyonunda,
yayilmasinda ve 6zellikle nitrozaminlerin ve safra streollerinin kanser etmeni maddelere
donilisiimiinlin engellenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Diyet bilesiminde bulunan
maddeler de kanser olusum riskinin azalmasinda veya artmasinda etkili unsurlar olarak
tamimlanmaktadir. Lb. acidophilus igeren fermente gidalarla beslenme, timor
baslaticilarin ve prekarsenojenlerin {iretimine katilan koliformlar gibi bakterileri

baskilayarak, intestinal mikroflora iizerinde olumlu etkilere yol agmaktadir (Ayebo et
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al. 1980). In vitro arastirma bulgulari, probiyotik bakterilerin muhtemel mutajenik ve
genotoksik etkileri onlemek suretiyle kanser riskini azalttigin1 géstermistir (Goldin et al.
1996, Brady et al. 2000, Rafter 2002). Probiyotik laktik asit bakterilerinin gégiis ve
mesane kanseri gibi bir¢ok kanser tiirii lizerine etkileri ¢alisilmakla beraber, en c¢ok
calisilan kanser tiirii kolorektal kanserlerdir. Probiyotik laktik asit bakterilerinin
antikanser etkilerinin deney hayvanlar1 yaninda in vitro kosullarda da arastirildig:
caligmalarla elde edilen bulgular olduk¢a umut verici olmasina ragmen, laktik asit
bakterilerinin hangi mekanizmayla kolon kanserini inhibe ettigine dair kesin kanitlar

heniiz belirlenememistir. Onerilen baz1 mekanizmalar sunlardir:

e Konagm immiin yanitinin gii¢lendirilmesi

e Potansiyel kanserojen bilesiklerin yapilarinin bozulmasi

e Intestinal floradaki nitel ve/veya nicel degisimler

e Kolonda antimutajenik ve antitiimorijenik bilesiklerin iiretimi

e Intestinal mikrofloradaki metabolik aktivitelerin degisimi (prekarsenojenlerin
karsenojenlere doniisiimiiniin engellenmesi)

e Kolondaki fizyokimyasal kosullarin degisimi (diizelmis intestinal gegirgenlik,
toksin emiliminin 6nlenmesi ya da gecikmesi, giiclendirilmis intestinal bariyer
mekanizmalar)

e Konak fizyolojisi iizerindeki etkileri (Mogensen et al. 2000, Rafter 2002)

2.2.4.9 Diger etkiler

Kolesterol, hayvanlar alemindeki tiim canlilarin hiicre membraninda bulunan, viicutta
kortikosteroidler, seks hormonlari, safra asitleri ve D vitamini gibi diger steroidlerin 6n
bilesigini olusturan ve metabolizmada 6nemli rol oynayan organik bir maddedir. Kan
kolesterollerinin yiiksek diizeyleri, kardiyovaskiiler hastaliklar acisindan énemli bir risk
faktoridiir. Laktik kiiltlirlerin, 6zellikle Lb. acidophilus igeren siit {iriinlerinin serum
kolesterol diizeyini diisiiriicii ve fekal laktobasil sayisini arttirict etkileri oldugu
belirlenmistir (Rolfe 2000). Probiyotik bakterilerin serum kolesteroliinii diistirticii
etkilerini agiklamaya yonelik degisik goriisler bulunmaktadir. En ¢ok kabul goren

gorls; probiyotiklerin safra tuzlarini serbest asitlere parcalayarak intestinal sistemden
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hizl1 bir sekilde uzaklastirildigini ileri siirmektedir. Serbest safra tuzlari viicuttan atildig
icin, kolesterolden yeni safra asitlerinin sentezi, viicuttaki toplam kolesterol
konsantrasyonunu diisiirebilmektedir (De Boever et al. 2000). Bir bagka goriise gore ise,
probiyotik laktik asit bakterileri asit iiretimi sonucu pH’y1 diisiirerek, dekonjuge safra
tuzlar1 ile kolesteroliin presipitasyonuna neden olmaktadir (Laurens-Hattingh and

Viljoen 2001).

Bazi calismalar, Lactobacillus GG gibi probiyotik bakterilerin, atropik dermatit ve gida
allerjisi olan hastalarda dogal bariyer mekanizmalar1 uyarabildigini ve gida allerjisi gibi
hastaliklarin tedavisinde etkili bir terapi yontemi olabilecegini gostermektedir (Majamaa

and Isolauri 1997, Laurens-Hattingh and Viljoen 2001).

Dogal vajinal floranin en Onemli grubunu olusturan laktobasiller; Tirettikleri
bakteriyosin, laktik asit ve hidrojen peroksit gibi antibakteriyel bilesiklerle, patojen
mikroorganizmalarin kolonizasyonuna engel olmaktadirlar. Diyetle aliman Lb.
acidophilus gibi probiyotik {irlinlerin, lirogenital Candida albicans enfeksiyonlarini
Onledigi ve/veya tekrarlanma oranini azalttigi belirlenmistir. Bakteriyel vajinozise
neden olan anaerobik patojenlerin gelismesine, vajinada bulunan laktobasillerin
azalmast veya yoklugu neden olmaktadir (Murray 1998, Wiesenfeld er al. 2003).
Probiyotiklerle vajinal mikrobiyel floranin modifikasyonunun, HIV enfeksiyonlarina
kars1 korunmada etkili olabilecegi diisliniilmektedir. Bakteriyel vajinozise karsi
probiyotiklerle korunmada kritik nokta, verilen bakterilerin vajinada kolonize
olabilmesidir. Calismalar; Lb. rhamnosus GR-1 ve Lb. fermentum RC-14’lin agizdan
veya intravajinal olarak uygulandiginda, dakikalar i¢inde viriisii 6ldiirebildigini ve bir
kac hafta i¢inde, vajinaya herhangi bir zararli etkisi olmadan kolonize olabildigini

gostermistir (Cadieux et al. 2002, Wiesenfeld et al. 2003).

Bebek bagirsak mikroflorasinin dengesi; alerji, astim, otizim ve gastrointestinal
hastaliklar agisindan biiylik bir 6nem tagimaktadir (Salminen ef al. 2004). Probiyotik
mikroorganizmalarin tiiketiminin ¢ocuklarda diyare, solunum ve dis cilirlimesi
enfeksiyonlarini, bebeklerde atopik dermatit ve yenidoganlarda nekrotizan enterekolit

oranimn1  diislirdiigli  tespit  edilmistir.  Siitten kesme sirasinda  probiyotik
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mikroorganizmalarla desteklenmis bebek mamalari ile beslemenin, kompleks diyete
geemenin neden oldugu yaygin semptomlarin engellemesine, akut diyare ve kabizlik
oraninin azalmasina neden oldugu belirlenmistir (Saxelin et al. 1996, Isolauri 1997,
Hoyos 1999, Dunne 2001, Rastall et al. 2005). Ayrica gesitli probiyotik ve
prebiyotiklerin kalsiyum emilimini artirma 6zelligi ve cocuklarin kemik yogunluk

seviyelerini iyilestirme etkisi klinik deneylerle gosterilmistir (Griffin ez al. 2002).

Yaglanma ile baglantili olarak bagirsak mikrobiyel florasinin kompozisyonu
degismektedir. Genellikle, 55-60 yaslarindan sonra bifidobakteri populasyonunun
diyetteki veya hormonlardaki degisiklerle, yasam tarzindaki etkilerle ve/veya
immiinolojik, fizyolojik nedenlerle belirgin bir sekilde azaldigi kabul edilmektedir.
Mikrofloradaki degisimler bireyleri gastrointestinal problemlere veya bagirsaktaki
bakterilerin neden oldugu hastaliklara (6rnegin kanser, arthirik veya allerjik hastaliklar)
kars1 daha duyarli hale getirmektedir. Bu yiiksek risk grubundaki bireylere, 6zellikle
entero ve {iirogenital patojenlere karsi korumada fonksiyonel gida uygulamalarinin

yapilabilecegi diisiiniilmektedir (Rastall ez al. 2005).

Yaygin olarak kullanilan probiyotik bakteriler ve klinik olarak tanimlanmig etkileri

Cizelge 2.5°de verilmistir (Sanders and Veld 1999).

Cizelge 2.5 Yaygin olarak kullanilan probiyotik bakteriler ve klinik ¢aligmalarla
belirlenen etkileri (Sanders and Veld 1999)

Sus Klinik Calismalarla Belirlenen Etkiler
Lactobacillus johnsonii Insan intestinal hiicrelerine tutunma, intestinal floranin
LAI diizenlenmesi, immiin modiilasyon, H. pylori tedavisinde

yardimci ajan

Lactobacillus acidophilus ~ Fekal enzim aktivitesinin azaltilmasi, radyoterapi nedenli
NCFB 1748 diyarenin 6nlenmesi, kabizligin iyilestirilmesi

Lactobacillus rhamnosus ~ Rotavirus diyare riskinin azaltilmasi ve tedavisi,

GG (ATCC 53013) antibiyotik nedenli diyarelere kars1 koruma, bebeklerdeki
atopik ekzamanin azaltilmasi, atopik hastaliklarin
Onlenmesi, sistik fibrozis semptomlarinin azaltilmasi,
bifidobakteri florasinin desteklenmesi, Streptococcus
mutans aktivitesinin azaltilmasi
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Cizelge 2.5 Yaygin olarak kullanilan probiyotik bakteriler ve klinik ¢caligmalarla
belirlenen etkileri (Sanders and Veld 1999) (devam)

Sus

Klinik Calismalarla Belirlenen Etkiler

Str. thermophilus,
Lactobacillus bulgaricus

Lactobacillus acidophilus
La-5

Bifidobacterium lactis Bb-
12

Lactobacillus gasseri
(ADH)
Lactobacillus reuteri

Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus rhamnosus
DR 10

Bifidobacterium lactis
HNO19

Probiyotik kombinasyon
(VSL 3)

Escherichia coli NISSLE

Probiyotik karsim VSL 3
(Lb. bulgaricus, Lb.
plantarum, Str.

thermophilus, Bf. longum,
Bf. infantis ve Bf. breve)

S. boulardii

Lactobacillus casei
Shirota

Lactobacillus acidophilus
NFCM

Laktoz intolerans1 semptomlarinda susa baglh iyilestirme

Intestinal floranin diizenlenmesi, seyahat diyarelerine
kars1 koruma, immiin modiilasyon

Rotaviriis diyarelerini de i¢eren viral diyarelerin tedavisi

Fekal enzim aktivitesinin azaltilmasi

Intestinal sisteme kolonizasyon, rotaviriis diyarelerinin
tedavisi, intestinal floranin diizenlenmesi

Immiin modiilasyon, intestinal floranin diizenlenmesi

Immiin modiilasyon, intestinal floranin diizenlenmesi,
mukozaya tutunma

Immiin modiilasyon, intestinal floranin diizenlenmesi

Inflamat6z bagirsak hastaliklarinda ve rahatsiz bagirsak
sendromunda pozitif etki, positisin 6nlenmesi,
radyoterapi nedenli diyalerin 6nlenmesi ve tedavisi

Inflamatdz bagirsak hastaliklarinda pozitif etki

Yetiskinlerdeki rahatsiz bagirsak sendromu
hastaliklarinda pozitif etki

Antibiyotik nedenli diyarelerin 6nlenmesi, C. difficile
kolitlerinin tedavisi, antibiyotik nedenli diyarelerin
tedavisi

Intestinal diizensizliklerin énlenmesi, intestinal
bakterilerin diizenlenmesi, fekal enzim aktivitesinin
azaltilmasi, mesane kanserinin tekrarlanmasinin
engellenmesi, mesane kanseri riskinin azaltilmasi

Fekal enzim aktivitesinin azaltilmasi, yiiksek laktaz
aktivitesi, laktoz intoleransi tedavisi, bakteriyosin {iretimi
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2.2.2 Prebiyotikler

Prebiyotikler, secici olarak kolonda bulunan bakteri tiirlerinin gelisimini ve/veya
aktivitesini stimiile ederek konaga yararli etkiler saglayan, sindirilemeyen gida
icerikleridir. Prebiyotiklerin kullanimi, probiyotiklerden daha yaygindir. Bir gida

iceriginin bir prebiyotik olarak degerlendirilebilmesi i¢in asgari kriterler tantmlanmistir:

1. Gastrointestinal sistemin {ist kisminda emilimi ger¢eklesmeli ve hidrolize
direngli olmalidir.

2. Kolonda bulunan laktobasiller ve bifidobakteriler gibi yararli bakteriler icin
secici bir substrat olmalidir.

3. Kolonik mikrofloray1 daha saglikli bir komposizyona ¢evirebilmelidir (Gibson

and Roberfroid 1995).

Prebiyotikler, normal bagirsak mikroflorasindaki tiirlerin gelisimini, disardan alinan
tiirlere gore daha fazla stimiile etmek amaci ile kullanilir. Prebiyotikler, 1siya
dayaniklilik, oksijenden (O,) etkilenmeme ve dogal probiyotik florayr destekleme
ozelliklerini icermelidir. Oligosakkaritler, prebiyotik siniflandirmasi i¢in gerekli tiim bu
kriterleri karsiladiklarindan, en onemli prebiyotik bilesikler olarak kabul edilmektedir
(Rycroft et al. 1999). Oligosakkaritler, 2-20 seker iinitesinden olusan kisa zincirli
polisakkaritlerdir. Bunlarin bazilar1i meyve ve sebzelerde dogal olarak bulunmakta, bir
kismi ise, polisakkaritlerin (karbohidratlar) hidrolizi ile veya enzimatik yolla
tiretilmektedir.  Fruktooligosakkaritlerin (Bouhnik ef al. 1999) ve galakto-
oligosakkaritlerin (Sako et al. 1999), yetiskinlerin intestinal mikroflorasi iizerindeki
yararl etkilerini destekleyen pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Hindibag FOS (chiFOS),
bifidogenik etkiye sahip prebiyotik grubunda yer almaktadir. Sindirilemeyen
oligosakkaritlerin bu sinifi, hidrolize direngli oldugundan, bozulmadan kolona ulagir ve
simbiyotik bakteriler tarafindan fermente edilir. FOS’un fermente edilebilme 6zelligi ve
bifidogenik etkisi in vitro ve in vivo ¢alismalarla gosterilmistir. Sonuglar kisa zincirli
yag asitlerinin olusumu, diisiik pH gelisimi ve Bifidobacterium sp. nin bagirsak ve fekal

florada artisiyla dogrulanmistir (Parracho et al. 2007).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bakteriler

Bu calismada, farkli yas gruplarina mensup 93 bireyden alinan gayta 6rneklerinden ve
Tirkiye’nin 5 farkli ilinden saglanan fermente gida {irtinlerinden izole edilen 28 adet
laktobasil ve pediokok susu ve Prof. Dr. Ingolf. F. Nes’den (Department of Genetics
and Biochemistry, Agricultural University of Norway, As/Norway) temin edilen 21 adet
(Lactobacillus plantarum LMG2003, Lactobacillus sake NCDO2714, Lactobacillus
curvatus, Lactobacillus rhamnasus, Lactococcus lactis SIK83, Lactococcus lactis
IL1403, Lactococcus lactis JC17, Bifidobacterium longum, Pediococcus pentosaceus
FBB611, Bacillus subtilis, Bacillus cereus FM1, Listeria monocytogenes ATCC15813,
Listeria  innocua, Listeria monocytogenes ATCC25295, Microccus luteus,
Staphylococcus aureus ATCC6538, Staphylococcus aureus FRI100, Enterecoccus
fecalis LMG2708, Escherichia coli LMG3083 (ETEC), Escherichia coli ATCC25295,

Salmonella enterica serotype Typhimurium SL1344) indikator bakteri kullanilmistir.

Bakteriler M17, LB, MRS ve GM17 dik agar ortamlarinda +4 °C’de ve M17, LB, MRS
ve GM17 ortamlarina % 20 oraninda steril gliserol ilave edilerek, -80 °C’de saklanmistir
(Todorov et al. 1999). Calisma materyalleri, gliserol ilave edilmemis M17, LB, MRS ve
GM17 broth ortamlarinda ve haftalik transferler yapilarak korunmustur.

3.2 Yontem

3.2.1 Antimikrobiyel aktiviteye sahip bakterilerin izolasyonu

Aseptik kosullara dikkat edilerek laboratuvara getirilen ornekler, steril kaplarda net
agirliklar1 10 g olacak sekilde tartilarak, tizerlerine 90 mL steril fizyolojik su (% 0.85

NaCl ) ilave edilmistir. Tam homojenizasyonu saglanan 6rneklerin 107 diizeyine kadar

hazirlanan diliisyonlarindan 100 pL alinarak iki paralelli olacak sekilde Rogosa Agar’a
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(Merck, Germany) yayma ekimler yapilmis ve bu ortamlar 37 °C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda tipik koloni morfolojisine sahip
olan izolatlar segilerek MRS Agar (Merck, Germany) besiyerine nokta ekim yontemi ile
inokiile edildip tekrar 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Gelisen kolonilerin
tizerine % 1 indikator sus (Lb. plantarum ve Lb. sake) igeren MRS yumusak agar (%
0,7) dokiilerek 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi indikator
susa kars1 zon olusturan koloniler steril 6ze yardimiyla alinarak, MRS broth besiyerine
aktarilmistir. Insan kaynakli antimikrobiyel aktiviteye sahip izolatlara BH kodu, gida
kaynakli izolatlara ise BG kodu verilerek numaralandirma yapilmigtir. Gram boyanma
ozellikleri incelenerek morfolojik tanilar1 gerceklestirilen izolatlar, daha sonraki
calismalarda kullanilmak tizere % 20 steril gliserol iceren mikrosantrifiij tiiplerine

alinmis ve -20 °C’de muhafaza edilmistir.

MRS Broth ve Agar

Kazein pepton 10 g
Et ekstrakti 8 g
Maya ekstrakti 4 g
D- glukoz 20 g
Dipotasyum hidrojen fosfat 2 g
Sodyum asetat trihidrat 5 g
Triamonyum sitrat 2 g
MgS04.7H,0 0.5 g
MNSO0,4.4H,0O 02 g
Tween 80 1 mL
Destile su 1000 mL
Agar-agar 15 g

pH 5.7 + 0.02 (sterilizasyondan 6nce)
Sterilizasyon, 121 °C’de 15 dakika stire ile yapilmistir.
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Rogosa Agar

Pepton 10 g
Maya ekstrakti 5 g
D- glukoz 20 g
Potasyum dihidrojen fosfat 6 g
Amonyum sitrat 2 g
Tween 80 1 mL
Sodyum asetat 15 g
Magnezyum siilfat 0575 ¢
Demir (II) siilfat 0.034 ¢
Manganez siilfat 0.12 g
Agar-agar 15 g
Destile su 1000 mL

3.2.2 izolatlarin tanimlanmasi

3.2.2.1 izolatlarin kismi karakterizasyonu

Izolatlarin kismi karakterizasyonu; Gram boyanma 6zellikleri, 10 °C, 15 °C ve 45 °C’de
gelisme yetenekleri, glukozdan gaz iiretimi, arjinin hidrolizi ve katalaz testi sonuglarina
gore yapilmistir. Katalaz testi i¢cin, MRS Agar ortaminda gelistirilen kolonilerin iizerine
H,0, damlatilmis ve mikroskop altinda gaz kabarciklarimin ¢ikist gozlenmistir.
Calismada pozitif ~ kontrol olarak Staphylococcus aureus ATCC 6538 susu
kullanilmistir. Glukozdan gaz iiretiminin tespiti i¢in, igine Durham tiipleri konan ve
sitrat icermeyen MRS broth besiyeri hazirlanmistir. 18 saatlik kiiltiirlerden bu ortamlara
% 1 oraninda inokiilasyon yapilmis ve 37 °C’de inkiibasyona birakilarak 7 giin boyunca
gaz cikis1 gdzlenmistir. izolatlarda arjinin hidroliz testi, L-arjinin dihidrolaz ortaminda
yapilmigtir (Halkman 2005). L-arjinin i¢ermeyen arjinin dihidrolaz temel besiyeri ise
kontrol olarak kullanilmistir. Aktif kiiltiirlerden bu ortamlara % 1 oraninda
inokiilasyonlar yapilarak; 37 °C’de 18, 24, 48, 72 ve 96 saat inkiibasyona tabi tutulmus
ve sonuglar degerlendirilmistir. Arjinin dehidrolaz enzimi igermeyen suslarda
dekstrozun fermentasyonu sonucu olusan asitlik ile indikator boya rengi sariya, arjinin

dehidrolaz enzimine sahip olanlarda ise asitlikten kaynaklanan sar1 renk, bu enzimin
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aktivitesi sonucu meydana gelen asitligin nétralizasyondan dolay1 tekrar eflatuna

donmektedir (Halkman 2005).

3.2.2.2 Biyokimyasal testler

Insan ve gida kaynakli BH ve BG izolatlarinin biyokimyasal analizleri, ticari olarak
temin edilen API S0CHL (bioMgérieux, Inc., France) test kitleri kullanilarak yapilmistir.
Test kiti, 50 adet biyokimyasal teste ait liyofilize substratlar1 iceren kuyucuklarin
bulundugu 5 serit, 10 mL CHL50 ortam1 ve 2-5 mL’lik fizyolojik su soliisyonlarindan

olusmaktadir.

MRS broth ortaminda 37 °C’de 18 saat gelistirilen BH ve BG izolatlarinin MRS Agar
ortamina ¢izgi ekimleri yapilmistir. 37 °C’de 18 saat inkiibe edilen bu ortamlardan tek
koloni segilerek tekrar MRS broth ortamina aktarilmis ve 37 °C’de 18 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonras1 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilen kiiltiirlerin iist
stvilar1  dokiilerek c¢okeltinin iyice kurumasi saglanmistir. Hiicre c¢okeltisi 2 mL
fizyolojik suda c¢oziiliip, hiicre konsantrasyonu McFarland 2’ye (A550= 0.5) gore
ayarlanarak 10 mL’lik CHL50 ortamina inokiile edilmistir. Daha sonra ornekler, steril
pastor pipeti ile test kitinin kuyucuklarina, hava kabarcig1 olmayacak sekilde aktarilmis
ve kuyucuklarin iizeri mineral yag ile kapatilip 37 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir.
Pozitif testlerde bromkrezol purple indikatdriin rengi sartya donerken, negatif testlerde
degismeden kalmaktadir. Inkiibasyonun 24. ve 48. saatlerinde, her test icin
kuyucuklardaki renk degisimleri pozitif (+), negatif (-) ve siipheli (?) olarak
kaydedilmis ve sonuglar apiweb identification software database (V5.1) kullanilarak

degerlendirilmistir.

3.2.2.3 16S rDNA dizi analizi

Insan ve gida kaynakli izolatlarin, 16S rDNA dizi analizine gére tanimlanmasi, genomik
DNA izolasyonu, 16S ileri (5'-3") ve 16S geri (3'-5') primerleri kullanilarak 16S rDNA
bolgelerinin ¢ogaltilmasi, baz dizilerinin belirlenmesi ve elde edilen bulgularin veri
tabaninda bulunan mikroorganizmalara ait baz siralar1 ile karsilastirilmasi sonucu

tanimlamanin yapilmasi esasina dayanmaktadir.
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Genomik DNA izolasyonu igin, ticari olarak temin edilen Genomik DNA Saflastirma
Kiti (Kit No: K0512, Fermentas, Finland) kullanilmistir. Test kiti; lizis soliisyonu,
coktiirme soliisyonu ve 1,2 M NaCl soliisyonunu i¢ermektedir. 37 °C’de 18 saat siire ile
gelistirilen aktif kiiltiirden, MRS broth ortaminda % 10 oraninda inokiilasyon yapilarak
37 °C’de 3 saat inkiibasyona birakilmigtir. Bu siire sonunda bakteri kiilttirleri 10000
devirde 10 dakika santrifiij edilerek iist sivi ortamdan uzaklastirilmis ve 10-20 mg
civarinda hiicre ¢okeltisi steril bir mikrosantrifiij tiipline aktarilmistir. 200 uL TE
tamponda ¢6ziilen 6rneklerin tizerine 400 pL Liziz ¢ozeltisi ilave edilerek 65 °C’de 10
dakika inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda, 600 pL kloroform eklenen mikrosantrifiij
tiiplerine 10000 devirde 2 dakika santrifiij islemi uygulanmistir. Tiiplerde olusan {iist faz,
mikropipet yardimiyla yeni tiiplere alinmis ve 800 uL 10x ¢oktiirme ¢ozeltisi ilave
edilmistir. Tiipler diiz bir zemin iizerinde 1-2 dakika siire ile yavasca ¢evrildikten sonra
10000 devirde 2 dakika santrifiij edilis ve s1v1 faz dokiilmiistiir. Orneklerin {izerine 200
pL 1.2 M NaCl ¢ozeltisi aktarilarak, ¢cokelti tamamen coziilene kadar karistirilmistir.
Son asamada ise mikrosantrifiij tiiplerine 300 uL etil alkol ilave edilmistir. Bu ortam -20
°C’de bir gece bekletildikten sonra, 15000 devirde 15 dakika santrifiij edilmek suretiyle
genomik DNA c¢oktiiriilerek sivi faz dokiilmiis ve c¢okelti steril kabinde, oda
sicakliginda kurutulmustur. 20 pL distile suda ¢oziillen ornekler polimeraz zincir

reaksiyonunda (PZR) kullanilmak iizere -20 °C’de saklanmustir.

Insan ve gida kaynakli bakterilerden izole edilen genomik DNA iizerindeki 16S rDNA
bolgeleri; 16S ileri (5'-CCG TCA ATT CCT TTG AGT TT -3') ve 16S geri (3'-AGA
GTT TGA TCC TGG CTC AG -5") primerler kullanilarak (Beasley and Saris 2004),
thermal cycler (Techne- TC-512, England)’da ¢ogaltilmistir. Bu amagla, 500 pL’lik
PZR tiiplerine toplam hacim 50 pL olacak sekilde, sirasiyla; 35.5 pLL molekiiler steril su,
5 uL 10xPZR tamponu, 1 puL deoksiniikleotidtrifosfat (AINTP, BioLabs) karigimi (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP’lerden her birinin konsantrasyonu 200 puM olacak sekilde
hazirlanan karigim), 1 pLL 16S ileri ve 1 pL 16S geri primer, 0,5 pL Taqg DNA polimeraz
enzimi (Fermentas, Finland), 4 pLL. 25 mM MgCl, (PZR tamponu i¢inde yoksa) ve 2 uL
sablon DNA ilave edilip, tiim bilesenler pipetle iyice karigtirllmistir. PZR tiipleri, cihaza
yerlestirilerek bir ¢cevrimi 94 °C’de 45 saniye (¢ift zincirin agilmasi), 54 °C’de 1 dakika
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(primerlerin baglanmasi), 72 °C’de 1 dakika (zincir uzamasi) ile tanimlanan, toplam 30

cevrimlik PZR protokolii uygulanmistir (Blaiotta et al. 2002).

Elde edilen PZR iiriinleri % 1 agaroz igeren jelde yliriitiilmiis ve 16S rDNA gen
bolgesini igeren 900 bazlik DNA fragmentlerinin biilyiikliikleri O’rangeruler 100 bg

marker (Fermentas, Finland) kullanilarak tanimlanmistir.

DNA dizi analizinden 6nce PZR iirlinlerinin saflastirilmasi i¢in, ticari olarak temin
edilen PZR Saflastirma kiti (Kit No:28104 QIAGEN, USA ) kullanilmistir. Test kiti,
QIAquick kolon tiipleri, PB tamponu, PE tamponu ve EB tamponundan olusmaktadir.
Bir birim PZR 6rneginin iizerine 5 birim PB tamponu ilave edilerek karisim DNA’nin
baglanmasi i¢in QIAquick kolona aktarilmis ve 14000 devirde 1 dakika santrifiij
edilmistir. Stv1 kisim uzaklagtirildiktan sonra kolona (QIAquick) 750 uL. PE tamponu
aktarilarak 14000 devirde 1 dakika santriflij edilmistir. QIAquick kolon 1.5 mL’lik
mikrosantrifiij tiipiine alinarak, DNA’y1 kolondan ayirmak amaciyla 50 uL EB tamponu
(10 mM Tris-Cl-pH 8,5) ilave edilmis ve 14000 devirde 1 dakika daha santrifiij islemine

tabi tutulmustur. Saflagtirilmig PZR iirtinleri -20 °C’de muhafaza edilmistir.

PZR iiriinlerinin dizi analizleri Refgen Biyoteknoloji (ODTU Teknokent/Ankara)
tarafindan yapilmistir. Dizi analiz sonuglari, BLAST (Basic Local Alingment Search
Tool) programi kullanilarak veri tabaniyla karsilastirilmis, tarama sonucu aranan dizi

sirasinin hangi mikroorganizmaya ait olabilecegi, benzerlik yiizdesiyle belirlenmistir.

3.2.2.4 Suslarin plazmid iceriklerinin belirlenmesi

MRS broth besiyerinde 37 °C’de 18 saat gelistirilen kiiltiirlerden, 10 mL’lik MRS broth
ortamlarina % 2.5 ve % 10 oraninda inokiilasyonlar yapilarak 37 °C’de inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyonun ikinci saatinden itibaren kiiltiirlerin 650 dalga boyunda
absorbanslar1 olciilerek, OD650= 0.6—0.8 arasinda olan 6rneklerden plazmid izolasyonu
yapilmustir. Santrifiij tiiplerine aktarilan bakteri kiiltiirleri, 6000 devirde 15 dakika
santrifiij islemine tabi tutulmustur. Hiicre ¢okeltisi kurutulduktan sonra, 379 puL
sakkaroz tamponunda c¢oziilerek steril mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir. 37 °C’ye

isitilan bu ortama, 96.5 pL lizozim ¢ozeltisi ilave edilerek 37 °C su banyosunda 7
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dakika inkiibe edilmistir. 48.2 pL Tris-EDTA-1 uygulamasindan sonra, mikrosantrifiij
tiplerine % 20 sodyum dodesil siilfat (SDS) c¢ozeltisinden 27.6 pL aktarilarak
kanigtinlmigtir. Bu asamada ortamda viskozitenin artis1 lizizin  bagladigini
gostermektedir. Lizizin tamamlanmasi i¢in tiipler 37 °C su banyosunda 10 dakika siire
ile tutulmustur. Bu siire sonunda tiip igerikleri yiliksek devirde 45 saniye karistirilarak
kromozomal DNA’nin kirilmasi saglanmistir. Ortama yeni hazirlanmis 3 N NaOH
coOzeltisinden 27.6 pL ilave edilmis ve tiipler diiz bir zemin iizerinde 10 dakika stireyle
yavas bir sekilde cevrilerek, kromozomal DNA’nin alkali denatlirasyonu
gerceklestirilmistir. Denatiirasyon asamasimin sonunda bu tiiplere 49.6 uL Tris-HCL
cozeltisi aktarilarak, 3 dakika siireyle yine diiz bir zeminde karistirilmigtir. Ortam
pH’sinin 8.5-9.0 arasma distlisii ile ndtralizasyonun saglandigi belirlenmistir. Bu
ortamlara +4 °C’de tutulan 5 M NaCl ¢ozeltisinden 71.7 pL ve % 3 NaCl ile
doyurulmus fenol cozeltisinden 700 pL ilave edilerek, +4 °C’de 15000 devirde 15
dakika santrifiij islemi uygulanmistir. Tiiplerde olusan iist faz, mikropipet yardimiyla
yeni tiiplere aktarilmis ve deproteinasyonun saglanmasi i¢gin 700 pL
kloroform/izoamilalkol (24:1) ¢ozeltisi ilave edilmistir. Bu ortamlar +4 °C’de 15000
devirde 15 dakika santrifiij edilerek iist faz yeni tiiplere alinmig ve esdeger hacimde etil
alkol aktarilmistir. Ekstraktlar -20 °C’de bir gece bekletildikten sonra, 15000 devirde 20
dakika santrifiij edilmek suretiyle plazmid DNA ¢oktiiriilmils ve sivi faz dokiilerek
cokeltiler seffaflagincaya kadar kurutulmustur. Kurutulan 6rnekler 20 uLL Tris-EDTA-2
icerisinde ¢Ozlilmiis ve son asamada ortama RNaz A stok cozeltisinden 2 pL ilave
edilerek 37 °C’de 45 dakika inkiibasyona tabi tutulmustur (Anderson and McKay
1983).

Sakkaroz Cozeltisi

Tris 0.655¢g
EDTA 0.0372 g
Sakkaroz 6.7¢g
Destile su 100 mL
pH 8.0 +£0.02
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Lizozim Cozeltisi

Tris
Lizozim
Destile su

pH 8.0 + 0.02

Tris-EDTA-1
Tris

EDTA
Destile su

pH 8.0 + 0.02

Tris-HCI1
Tris-HCl
Destile su

pH 7.0 +0.02

SDS Cozeltisi
Tris

EDTA

SDS

Destile su

pH 8.0 + 0.02

Tris-EDTA-2
Tris

EDTA
Destile su

pH 7.5+ 0.02

03¢g
0.1g
10 mL

0.6 g
931¢g
100 mL

31.52 ¢
100 mL

0.6¢g
0.74 g
20g
100 mL

0.121 g
0.037 g
100 mL
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% 3 NaCl ile Doyurulmus Fenol Coézeltisinin Hazirlamisi: 100 g fenol {izerine 20 mL

destile su ve 3 g NaCl aktarilarak, 45 °C su banyosunda ¢oziilmiistiir. Ortalama 0.1 g
hidroksiguinolin ilave edilip, karistirilarak oda sicakliginda tutulmustur.

RNaz A Cozeltisi: 5 mL steril destile su icerisinde hazirlanan 0.05 M sodyum asetat

cozeltisinin pH’s1, asetik asit ile 5.0’a ayarlamis ve iizerine 5 mg Rnaz A (Sigma,
Chem. Co., USA) ilave edilmistir. Kaynar su icerisinde ortam 5 dakika tutulduktan

sonra, -20 °C’de saklanmuistir.

Plazmid DNA orneklerinin elektroforezi % 0.7 agaroz iceren jellerde yapilmistir
(Meyers et al. 1976). Yatay jel sistemleri i¢in agaroz, kullanilan jel plaka sisteminin
hacmine gore 30-35 ya da 150-200 mL tris-asetat elektroforez tamponu igerisinde
kaynar su banyosunda ¢oOzilmiistir. 45 °C’ye kadar sogumasi beklenen ortam,
elektroforez plakalarina dokiilmiis ve jel taraklari yerlestirilerek 1 saat bekletilmistir. Bu
stire sonunda elektroforez tanklarina, jelin iizerini kapatacak hacimde tampon ¢ozelti
ilave edilmis ve jelin zedelenmemesine dikkat edilerek, taraklar ortamdan alinmistir. 37
°C’de 45 dakika inkiibe edilen DNA ornekleri su banyosundan alinarak 2 pul. marker
boya c¢ozeltisi ile karigtirilmig ve mikropipet yardimiyla jel kuyucuklarmma 20 pL
aktarilmistir. Elektroforez, 100 voltta 3 — 3.5 saat siireyle yapilmistir. Marker boyanin
jel sistemini terk etmesinden sonra elektrik akimi kesilmis ve ortamdan alinan jeller, 0.2
ug/mL etidyum bromit igeren elektroforez tampon ¢ozeltisinde 1 saat boyanmistir. Bu
siire sonunda jeller, 366 nm dalga boyunda ultraviyole 151k altinda incelenmis (Macrina
et al. 1982) ve Kodak Gel Logic 200 jel dokiimantasyon sisteminde (Eastman Kodak
Co., USA) fotograflar1 alinmigtir.

Tris-Asetat Tampon

Tris 4.84 ¢
Sodyum asetat 4.08 g
EDTA 0.37 mL
Destile su 1000 mL
pH 8.0 +£0.02
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Marker Boya

Bromfenol mavisi 025¢g
Sakkaroz 40 ¢
Destile su 100 mL

Plazmid biiyiikliiklerinin saptanmasinda, molekiiler biiyiikliikleri bilinen ccc DNA
markerlarinin elektroforetik hareketlilikleri ile, biiyiikliiklerinin logaritmalar1 arasinda
belirlenen dogrusal iliskiden yararlanilmistir (Macrina et al. 1978, Southern 1979,
Schaffer and Sederoff 1981). Marker ccc DNA molekiillerinin agaroz jel fotograflart
tizerinde Ol¢iilen go¢ araliklari, ile bilinen biiyiikliiklerinin logaritmik degerlerine bagl
olarak egrileri ¢ikarilmistir. Istatistik analizlerle her farkli jel igin korelasyon katsayis
ve egrinin egimi belirlenerek, bakterilerden izole edilen plazmidlerin biiyiikliikleri

saptanmistir (Campbell 1974, Elder and Southern 1983, Elder ef al. 1983).

E-(G.C)
B—(G.A)

Egrinin Egimi (D) =

E-(G.C)

Eorelasyon KEatsayisi (I =

\/[D—(H.C)].[B—(G.J—L}]

Molekiiler Biiyiikliik (W) = Antilogjo [ . (a—G)+H]
X = Marker DNA molekiillerinin agaroz jel iizerindeki go¢ araligir (mm)

Y = Marker DNA molekiillerinin biiytikliigi (kilobaz)

A=X+ X0+ X3 e + Xa
B=X"+Xo" + X5’ + oo, + X,
C= 10g10Y1 + 10g10Y2 + 10g10Y3 o e aaes + 10g10Yn
D = (Iog10Y1)* + (10210Y2)> + (10210Y3)? + cveorvoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e + (logioY )’
E =X (logioY1) + X5 (logioY2) + X5 (10€10Y3) T eeveeeeevieeieeeeeeeee e + X, (logioYn)
A
3= Crtalama X = ——
I

37



i
H=Ortalama ¥ =

il

a = Molekiiler biiyiikliigii bilinmeyen plazmidlerin jel tizerinde go¢li (mm)

3.2.2.5 Hiicre duvarn protein profillerinin belirlenmesi

Suslarin hiicre duvari protein profilleri Gatti ve arkadaglar1 (1997) tarafindan tanimlanan

yontem modifiye edilerek tanimlanmustir.

Sus kiiltiirlerinden 10 mL MRS broth besiyerine % 1 oraninda inokiilasyon yapilip, 37
°C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Santrifiij tiiplerine aktarilan bakteri kiiltiirleri,
6000 devir/dk hizda 10 dakika siireyle santrifiij islemine tabi tutulmustur. Santrifiij
uygulamasi ile tiiplerde olusan iist faz dokiiliip, kalan hiicre ¢okeltisi steril destile su ile
2 kez yikanmistir. Hiicre cokeltisi kurutulduktan sonra {izerine; Lb. casei olarak
tanimlanan 6rnekler i¢in 250 uL, Lb. plantarum olarak tanimlananlar i¢in 500 uL ve Lb.
brevis olarak tanimlanan izolatlar i¢in 750 uL 10X SDS yiikleme ¢ozeltisi aktarilmis ve
5 dakika kaynar su banyosunda tutulmustur. Oda sicakligina kadar sogutulan 6rneklere
12000 rpm’de 10 dakika siireyle santrifiij islemi uygulandiktan sonra, iist sivi steril
mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir. Orneklerdeki protein varhigi spot test ile
belirlendikten sonra, sodyum dodezil siilfat-poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE)

sistemlerinde analizi yapilmistir.

10X SDS Yiikleme Cozeltisi
Tris-HCL pH 6.8 0.5M

SDS 2¢g
Gliserol 10 mL
2-merkaptoetanol 2.5mL
Bromfenol mavisi 50 mg
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3.2.2.6 Sodyum dodezil siilfat-poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE denemelerinde, Laemmli (1970) tarafindan 6nerilen yontem kullanilmastir.
Dikey jel sisteminde, 10 x 8 cm ve 10 x 7.5 cm ebatlarinda iki adet cam plaka
kullanilmistir. Elektroforez plakalar1 % 70’lik etanol ¢ozeltisi ile yikanip kurutulduktan
sonra, Bio-Rad jel elektroforez tankina yerlestirilmistir. Bu asamadan sonra jel taraginin
1 cm altina kadar gelecek sekilde % 12’lik ayirici jel dokiilmiistiir. Uzerine yaklagik 1
mL destile su ilave edilen ayirici jelin polimerizasyonu igin 45 dakika beklenmis ve
ortamdaki su filtre kagidi ile alinmigtir. Plakanin kalan kismi, yigma jel dokiilerek
tamamlanmis ve tarak yerlestirilmistir. Yigma jelin polimerizasyonu i¢in 20 dakika
kadar beklendikten sonra plakalar elektroforez tankina yerlestirilmis, elektrot tamponu
ilave edilmis ve tarak cikarilmistir. Hazirlanan 6rnekler jel kuyucuklarima mikropipet
araciligiyla 15 pL olacak sekilde aktarilmistir. Jel sistemine; yigma jeldeki goc i¢in 75
V, ayiricr jelde gog icin ise 100 V akim uygulanmistir. Yaklasik 2 saat ayirict jelde
yiriitilen Ornekler jelin son kismina ulastiginda, akim durdurulmustur. Sistemden
cikarilan jel, Commasie Brilliant Blue Cozeltisinde 45 dakika ve boya giderme
cozeltisinde 45 dakika tutulmustur. Beyaz 151k kaynagi {izerine yerlestirilerek alinan jel
fotograflarinda proteinlerin molekiiler biiyiikliikleri, marker proteinlerin (Sigma USA;
tirin kodu B2787) bagil hareketlilik (Rf) degerleri ve molekiiler biiyiikliiklerinin
logaritmalarindan  yararlanilarak  ¢izilen standart egri  kullanilmak suretiyle

belirlenmistir.

Aviricl Jel

Akrilamit (% 30) / bisakrilamit (% 8) (Sigma) 6 mL
4xTris-Cl/ SDS (pH 8.8) 3.75 mL
Steril destile su 5.25mL
% 10 Amonyum persiilfat 50 uL
TEMED (N’N’N’N’-Tetra-Metilendiamin) 10 uL

Doékmeden hemen 6nce, % 10 amonyum persiilfat ve TEMED ilave edilmistir.
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Yigma Jel

Akrilamit (% 30) / bisakrilamit (% 8) (Sigma) 0.65 mL
4xTris-Cl/ SDS (pH 6.8) 1.25 mL
Steril destile su 3.05 mL
% 10 Amonyum persiilfat 25 uL
TEMED 5uL

Doékmeden hemen 6nce, % 10 amonyum persiilfat ve TEMED ilave edilmistir.

4xTris-Cl / SDS (pH 8.8)

Tris Olg
Destile su 300 mL
pH 8.8 (1IN HCl ile)

Destile su ile toplam hacim 500 mL’ye tamamlanmis ve 2 g SDS ilave edilip

¢Ozilmiistiir.

4xTris-Cl / SDS (pH 6.8)

Tris 6.05¢g
Destile su 40 mL
pH 6.8 (1IN HCl ile)

Destile su ile toplam hacim 100 mL’ye tamamlanmis ve 0.4 g SDS ilave edilip

¢Ozilmiistiir.

Amonvum Persiilfat (% 10)

Amonyum Persiilfat 0.1g

Destile su 1 mL
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Tris-Glisin Tamponu (5x)

Tris 150¢g
Glisin 9 ¢
SDS (% 10) 50 mL

Bu karisim 700 mL destile su igerisinde ¢oziilmiis ve toplam hacim destile su ile 1000

mL’ ye tamamlanmastir.

Commasie Brilliant Blue Bova Cozeltisi

Commasie Brilliant Blue lg

Metanol 400 mL
Glasiyel Asetik Asit 100 mL
Destile su 500 mL

Bova Giderme Cozeltisi

Metanol 400 mL
Glasiyel asetikasit 100 mL
Destile su 500 mL

3.2.3 Suslarin probiyotik ozelliklerinin belirlenmesi

3.2.3.1 Suslarin diisiik pH, pepsin, pankreatin ve safra tuzlarina karsi diren¢
ozelliklerinin belirlenmesi

Laktobasil ve pediokok suslarinin probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesinde; oncelikle
bakterilerin diisiik pH degerlerine toleranslar1 arastirilmistir. Bu amagla, 18 saatlik
kiltiirlerden 1’er mL alinmis ve 10000 g’de 5 dakika (4 °C) santrifiij edilerek hiicreler
coktliriilmustiir. Her izolat i¢in, pH 1.0 ve 3.0 diizeyine ayarlanmis iki ayr1 test grubu
hazirlanmistir. Kontrol ve test gruplari, pH degeri 7.2 olarak ayarlanan PBS tampon ile
iki kez yikandiktan sonra test gruplarina, pH degerleri 1 ve 3 olarak ayarlanan PBS
¢ozeltisi ilave edilmis ve 37 °C’de 3 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun 0, 1.
ve 3. saatlerinde kontrol ve test gruplarindan ornekler alinmis ve 10 diizeyine kadar

seyreltilerek, MRS Agar ortamlarina yayma ekim yapilmistir. 37 °C’de 24 saat
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inkiibasyondan sonra kontrol ve test gruplarindaki koloniler sayilip, log/kob olarak

degerleri hesaplanmistir (Maragkoudakis et al. 2006).

BH ve BG kodlu suslarin pepsine toleranslarinin arastirilmasinda, gastrik kosulunun
olusturulmas1 amaciyla pH 2.0 ve pH 3.0 diizeyleriyle calisilmistir. Bu dogrultuda,
ImL’lik aktif bakteri kiiltiirii 10000 g’de 5 dakika (4 °C) santrifiij edilerek hiicreler
coktiirtilmiistiir. Her izolat i¢in bir kontrol ve biri pH 2.0, digeri pH 3.0 olmak iizere iki
test grubu hazirlanmistir. Test gruplarina, pepsin (3 mg/mL; Merck) iceren PBS
cozeltisi (pH 2 ve pH 3) ilave edilerek 37 °C’de 3 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun 0, 1 ve 3. saatinde kontrol ve test gruplarindan alinan 6rnekler 107
diizeyine kadar seyreltilerek MRS Agar ortamlarina yayma ekimler yapilmistir. 37
°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra kontrol ve test gruplarindaki koloniler sayilip,

log/kob olarak canli hiicre degerleri hesaplanmigtir (Maragkoudakis ez al. 2006).

Pankreatin ve safra tuzlarina karsi direng oOzelliklerinin belirlenmesi i¢in, 1 mL
hacminde alinan 18 saatlik kiiltiirler 10000 g’de 5 dakika (4 °C) santrifiij edilerek
hiicreler ¢oktiiriilmiistlir. Pankreatin testi i¢in hazirlanan hiicreler, PBS tampon ile (pH
7,2) iki kez yikandiktan sonra, test grubuna pankreatin igeren (Img/mL, Fluka) PBS
tamponu (pH 8.0) ilave edilerek 37 °C’de 4 saat inkiibasyona birakilmistir. Safra tuzuna
tolerans1 test etmek i¢in hazirlanan hiicrelere ise, % 0.3 (w/v) safra tuzuyla
zenginlestirilmis MRS broth ilave edilerek 37 °C’de 4 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun 0. ve 4. saatinde kontrol ve test gruplarindan Srnekler almarak 107
diizeyine kadar diliisyonlar1 yapilmis ve MRS Agar ortamlarina inokiile edilmistir. 37
°C’de 18 saat inkiibasyon sonrasi kontrol ve test gruplarindaki koloniler sayilip log/kob

olarak degerleri hesaplanmistir (Maragkoudakis et al. 2006).

3.2.3.2 Suslarin hemolitik aktivitelerinin belirlenmesi

Hemolitik aktivitenin belirlenmesi amaciyla, 37 °C’de 18 saat gelistirilen BH ve BG
kodlu kiiltiirlerin, ticari olarak temin edilen ve % 5 koyun kani igeren Colombia-agar

(bioMerieux, Inc. France) ve % 5 insan kani eklenerek hazirlanan Colombia-agar

(bioMerieux, Inc. France) ortamlarina ¢izgi ekimleri yapilmistir. Kontrol bakterileri
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olarak FEscherichia coli LMG3083 (ETEC) ve Staphylococcus aureus ATCC6538
kullanilmistir. 37 °C’de 24 saat inkiibasyondan sonra, kolonilerin etrafinda, parlak-yesil
zon olusturan koloniler o-hemolitik, berrak zon olusturanlar B-hemolitik, zon

olusturmayanlar ise y-hemolitik olarak degerlendirilmistir (Maragkoudakis et al. 2006).
3.2.3.3 Suslarin antibiyotik duyarhlik diizeylerinin belirlenmesi

Antibiyotik duyarlilik diizeylerinin belirlenmesinde Bauer ve arkadaslar1 (1966)

tarafindan Onerilen antibiyotik disk difiizyon yontemi modifiye edilerek kullanilmistir.

Test edilecek BH ve BG kodlu izolatlar, 37 °C’de 18 saat gelistirildikten sonra,
kiiltiirlerin hiicre yogunlugu 1x10° kob/mL (A600=0.08-0.1) diizeyinde ayarlanarak 10
mL’lik MRS broth besiyerine inokiile edilmistir. Ayrt ayr1 hazirlanan 90 mL’lik MRS
Agar ortamlar1 dokme sicakligina gelince (45 °C) bu ortama, hiicre yogunlugu 1x10°
kob/mL diizeyinde ayarlanmis kiiltiir iceren 10 mL’lik MRS broth inokiile edilmis,
homojen bir sekilde karismasi saglanmis ve esit miktarlarda 5 ayr1 petri plagina
dagitilmistir. Agar katilastiktan sonra her plaga 5 adet antibiyotik diski yerlestirilmis ve
37 °C’de 18 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda
antibiyotik disklerinin etrafinda olusan zonlarin capt Ol¢lilmiis ve iki ¢alismanin
ortalamasi alinarak belirlenen sonuglar, Charteris ve arkadaslar1 (1998a) tarafindan
bildirilen standartlara gore Direngli (R), Yar1 hassas (I) ve Hassas (S) olarak
degerlendirilmistir.  Staphylococcus aureus ATCC6538 pozitif kontrol olarak

kullanilmastir.
3.2.4 Bakteriyosin iiretimi

Denemelerde kullanilan Lactococcus tiirleri ile E. fecalis LMG2708 ve P. pentosaceus
FBB611, laktoz yerine % 0.5 glukoz ilave edilmis Glukoz M17 (GM17) broth
ortamlarinda 30 °C’de; Lactobacillus tiirleri ve Bf. longum suslar1 Man-Ragosa-Sharpe
(MRS) ortaminda 37 °C’de; L. innocua, L. monocytogenes ATCCI15813, L.
monocytogenes ATCC25295, B. subtilis, B. cereus FM1, M. luteus, S.enterica serotype
Typhimurium SL1344; E. coli LMG3083 (ETEC), E. coli ATCC25295, S. aureus
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ATCC6538 ve S. aureus FRI100 suglar1 Luria Bertani (LB) broth ortaminda 30 °C veya
37 °C’de gelistirilmistir.

Antimikrobiyel aktiviteye sahip suslarin bakteriyosin iiretim 6zelliginin tanimlanmasi
amaci ile agar noktalama ve kuyu difiizyon testleri kullanilmigtir. Test edilecek
laktobasil ve pediokok suslari 37 °C’de 18 saat gelistirildikten sonra, MRS Agar
plaklarina siirme ekim yapilmis ve aymi kosullarda bir gece daha inkiibe edilmistir. Bu
siire sonunda gelisen kolonilerden steril kiirdan aracilifiyla MRS Agar ortamina, bir
petride 3 farkli sus olacak sekilde nokta ekim yapilmis ve 37 °C’de 24 saat siireyle
inkiibasyona birakilmistir. MRS, LB ve M17 broth ortamlarinda gelistirilen indikator
bakteriler, % 0.7 oraninda agar iceren 5 mL yumusak agar (MRS, LB ve M17)
ortamlarina inokiile edilerek, nokta ekim yapilan MRS Agar plaklarinin {izerine ikinci
tabaka halinde dokiilmiis ve homojen bir sekilde yayillmistir. Daha sonra bu ortamlar
indikator bakterilerin gelisimi i¢in uygun sicaklikta 18-24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Bu siire sonunda, suslarin indikatér bakterilere karsi olusturduklari

inhibisyon zonlar1 incelenmistir (van Belkum et al. 1989).

Antimikrobiyel aktiviteye sahip suslarin bakteriyosin tiretim 6zelliginin kuyu difiizyon
yontemi ile belirlenmesi i¢in 37 °C’de 18 saat gelistirilen kiiltiirler, 6000 devirde 15
dakika siireyle santrifiij islemine tabi tutulmustur. Ust sivi, ¢dken kati fazin
karigmamasina dikkat edilerek yeni tiiplere aktarilmis 6N NaOH kullanilarak pH 6.5-7
degerleri arasina ayarlanmig ve bu ortamlar 0.45um por capli membran filtreden
(Millex-Millipore) gegirilerek sterilize edilmistir. MRS, LB ve M17 broth ortamlarinda
gelistirilen indikator bakteriler, % 0.7 oraninda agar iceren 5 mL yumusak agar (MRS,
LB ve M17) ortamlarina inokiile edilerek MRS Agar plaklarmin iizerine ikinci bir
tabaka halinde, homojen sekilde yayillmistir. MRS Agar plaklarn iizerinde steril bir
sekilde 6 mm ¢apinda kuyucuklar acilarak bakteri {ist sivilart kuyucuklara 100 pL
aktarilmistir. Inkiibasyon siireleri sonunda kuyucuklarin etrafinda inhibisyon zonu

olusumu incelenerek sonuglar degerlendirilmistir (Tagg and McGiven 1971).
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M17 Broth

Polipepton 5 g
Fitopepton 5 g
Maya ekstrakti 2.5 g
Et ekstrakti 5 g
B-disodyum gliserofosfat 19 g
Laktoz (%10) 50 mL
MgS0,4.7H,0 (1M) 1 mL
Askorbik asit 0.5 g
Destile su 950 mL

pH 7.15 £ 0.02 (sterilizasyondan 6nce)

Ortam igerikleri, laktoz hari¢, 950 mL destile su igerisinde ¢ozlmiistiir. Sterilizasyon,
121 °C’de 15 dakika siire ile yapilmistir. Ortam 45 °C’ye kadar sogutulduktan sonra,
ayrn sterilize edilen laktoz ¢ozeltisi (50 mL) ilave edilmistir (Terzaghi and Sandine

1975).

Luria Bertani Broth

Tripton 10 g
Maya ekstrakti 5 g
NacCl 10 g
Destile su 1000 mL

pH 7.0 + 0.02 (sterilizasyondan 6nce)

Sterilizasyon, 121 °C’de 15 dakika stire ile yapilmistir.

3.2.4.1 Proteaz uygulamasi

Suslarin {rettigi inhibitor maddenin, protein dogasinda olup olmadigr proteaz
uygulamasi sonucu tespit edilmistir. Enzim uygulamasi iki farkli yontem kullanilarak
yapilmugtir. Ik olarak 18 saatlik kiiltiirlerden MRS agar’a siirme ekim yapilmis ve 37
°C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir. Gelisen kolonilerden, MRS Agar plaklarina
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her izolat i¢in dort sira nokta ekim yapilmis ve 37 °C’de 18 saatlik inkiibasyon
sonrasinda gelisen kolonilerden birinci siradakiler kontrol grubu olarak kullanilmis ve
higbir islem yapilmamistir. ikinci siradaki kolonilere, proteinaz-K; iigiincii siradakilere
tripsin ve dordiincii siradakilere katalaz iki farkli konsantrasyonda (2.5 pLve 5 pL)
uygulanmistir. Bu ortamlar, 37 °C’de bir saat inkiibe edildikten sonra, iizerlerine % 1
Lb. plantarum indikator susu iceren MRS yumusak agar (% 0.7) aktarilmis ve 37 °C’de
18 saat inkiibe edilmistir (van Belkum et al. 1989).

Ikinci yontemde; aktif sus kiiltiirlerinden 10 mL’lik MRS broth ortamlarma % 0.1
oraninda inokiilasyonlar yapilarak 37 °C’de 18 saat inkiibasyona birakilmigtir. Bu
siirenin sonunda bakteri kiiltlirleri 6000 devirde 15 dakika siireyle santrifiij islemine tabi
tutulmus ve ¢oken kat1 fazin karismamasina dikkat edilerek yeni tiiplere aktarilan {ist
stvilar, membran filtrelerden gecirilerek sterilize edilmistir. Kontrol grubu olarak
kullanilmak tizere bir miktar 6rnek ayrildiktan sonra, kiiltiir iist stvilarinin pH’ lar1 6N
NaOH kullanilarak 6.5-7.0 degerleri arasina ayarlanmistir. pH’ lar1 ayarlanan kiiltiir iist
stvilart tekrar membran filtreden gecirilerek sterilize edilmis ve bu ortamalara son
konsantrasyonu 1 mg/mL olan proteinaz-K (Sigma) ve katalaz (Sigma) enzim ¢ozeltileri
uygulanmustir. Bu ortamlar 37 °C’de 2 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
stiresi sonunda tiipler 100 °C’de 5 dakika tutularak enzimatik aktivite durdurulmustur.
Indikatdr bakterilerin (Micrococcus luteus ve Lb. plantarum) iist tabaka olarak
dokildiigii MRS Agar plaklarina, her plakta 5 tane olacak sekilde kuyu acgilarak kontrol,
enzim uygulanan ve uygulanmayan bakteri kiiltiir iist stvilart 100’er pL aktarilmis ve bu
ortamlar 37 °C’de 18 saat siireyle inkiibe edilmistir. Nisin iireticisi Lactococcus lactis

SIK83, kontrol susu olarak kullanilmistir (Franz et al. 1997).

3.2.4.2 Bakteriyosin aktivitesi iizerine pH, sicaklik ve enzim uygulamalarinin etkisi

Bakteriyosin {ireticisi olarak tanimlanan laktobasil ve pediokok suslarinda iiretilen
bakteriyosinlerin ileri diizeyde tamimlanmalari; degisik enzim, pH ve sicaklik

uygulamalarina karsi davraniglari esas alinarak yapilmistir.

37 °C’de 18 saat gelistirilen bakteri kiiltiirleri, 6000 devirde 15 dakika santrifiij edilmis
ve steril tiiplere aktarilan kiiltlir iist sivilarinin pH’lar1 6 N NaOH veya 6N HCL
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kullanilarak 2.0 -11.0 degerleri arasina ayarlanmistir. pH’lar1 ayarlanan kiltiir {ist
stvilart 0,45um por ¢apli membran filtrelerden (Millex-Millipore) gecirilerek sterilize
edilmistir. Bu sekilde hazirlanan ortamlar +4 °C’de 24 saat bekletilmistir. pH
degisimlerinin bakteriyosinlerin inhibisyon diizeyleri {izerindeki etkisi, membran
filtreden gecirildikten sonra hicbir isleme tabi tutulmayan kiiltiir {ist sivilarinin
inhibisyon etkilerinin, pH diizeyleri ayarlanan kiiltiir iist sivilarinin inhibisyon etkileri
ile karsilastirilmast sonucu tamimlanmistir. Degisik pH diizeylerinde bakteriyosin
aktivitelerindeki degismeler, duyarli indikator bakterilere karsi kritik diliisyon yontemi
kullanilarak belirlenmistir. Bakteriyosin aktiviteleri, inhibisyon zonu alinan en yiiksek
dilisyon oranmnin, 1000/aktarilan miktar ile carpimindan elde edilen arbitrary iinite

(AU) cinsinden hesaplanmistir (Franz et al. 1997).

Notralize edilmis ve ndtralize edilmemis kiiltiir iist sivilarinda bakteriyosin aktivitesi
tizerine sicakligin etkisi, s6z konusu ortamlarin 80, 90, 100 °C’de 5, 10, 15 dakika ve
121 °C’de 15 dakika siireyle sicakliga tabi tutulmasindan sonra, bu ortamlardan alinan
orneklerin duyarl indikator bakterilere kars1 denenmesi suretiyle belirlenmistir. Kontrol
olarak sicaklik uygulanmamug kiiltiir tist sivilar1 kullanilmistir. Sicakligin bakteriyosin
aktivitesi tizerine etkisi, kritik dilisyon yontemi kullanilarak belirlenmistir (Franz et al.

1997).

Bakteriyosin aktivitesi iizerine degisik enzimlerin etkisi, pH ve sicaligin etkisinin
belirlendigi testlerde oldugu gibi, kiiltiir st sivilar1 kullanilarak tanimlanmistir.
Notralize edilmis ve edilmemis kiiltiir {ist sivilarina, son enzim konsantrasyonu 1
mg/mL olacak sekilde tripsin (pH 7.0 Merck, Germany), a-kemotripsin (pH 7.0 Sigma
Chem. Co., USA), proteinaz K (pH 7.0 Sigma Chem. Co., USA), pepsin (pH 3.0
Sigma Chem. Co., USA), a-amilaz (pH 7.0 Sigma Chem. Co., USA), lipaz (pH 7.0
Sigma Chem. Co., USA), katalaz (pH 7.0 Sigma Chem. Co., USA) ve lizozim (pH 7.0
Sigma Chem. Co., USA) enzimleri ilave edilmis ve 37 °C’de 2 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Enzim aktiviteleri, 100 °C’de 5 dakika 1s1 uygulamasi ile sonlandirilmistir.
Denemelerde enzim ile muamele edilmemis kiiltiir {ist sivilar1 kontrol olarak
kullanilmistir. Bakteriyosin aktiviteleri, kritik diliisyon yoOntemi esas alinarak

belirlenmistir (Franz et al. 1997).
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3.2.4.3 Bakteriyosin iiretiminin bakteriyel gelisim ile iliskisinin belirlenmesi

Bakteriyosin fireticisi olarak tanimlanan suglarinin, zamana bagli gelisimlerinin ve
bakteriyosin iiretim yeteneklerinin belirlenmesi amaci ile 18 saatlik aktif kiiltiirden 21
adet MRS broth ortamina (10 mL), % 1 oraninda inokiilasyon yapilmis ve 37 °C’de
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyonun 3. saatinden itibaren her saat érnek alinarak
600 nm dalga boyunda absorbanslar1 6l¢iilmiis ve 6rneklerin zamana bagl bakteriyosin
iretim yetenekleri, duyarli indikatér bakterilere karsi kritik diliisyon yontemi

kullanilarak belirlenmistir (Franz et al. 1997).

3.2.4.4 Bakteriyosinlerin kismi saflastirmasi

Bakteriyosin tireticisi kiiltlirlerden, 500 mL MRS broth ortamlarina % 1 oraninda ekim
yapilmis ve 37 °C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
gelisen kilttirler 9000 devirde 30 dakika santrifiij islemine tabi tutulmustur. Coken kat1
fazin karismamasina dikkat edilerek kiiltiir iist s1vist steril bir erlen icerisinde toplanmis
ve son konsantrasyon % 40 olacak sekilde amonyum siilfat ilave edilerek + 4°C’de bir
gece karistirilmistir. Bu siirenin sonunda ornekler + 4°C’de 14000 devirde bir saat
siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi bitiminde iist faz dokiilmiis ve ¢okelti 0.005
M sodyum fosfat (pH 6.0) tamponu igerisinde ¢oziilmiistiir. Orneklerin iizerine,
metanol/koloroform (1:2 v/v) c¢ozeltisinden ilave edilmis + 4°C’de bir saat
karigtirilmistir. Bu siire sonunda 6rnekler + 4°C’de 6000 devirde 30 dakika santrifiij
edilmis, tist faz dokiilerek ¢okelti kurutulmustur. Son asamada, kurutulmus ¢okelti steril
saf suda ¢oOziilmiis ve SDS-PAGE ile molekiiler agirliklarinin  belirlenmesi

calismalarinda kullanilmak tizere -20 °C’de saklanmistir (Moreno et al. 2003).
3.2.4.5 Bakteriyosinlerin molekiiler biiyiikliiklerinin belirlenmesi
Kismi saflastirmas1 yapilan bakteriyosinlerin molekiiler biiyiikliikleri, trisin sodyum

dodezil stilfat-poliakrilamit jel elektroforez (Trisin-SDS-PAGE) sistemi kullanilarak
belirlenmistir (Schagger and von Jagow 1987).
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Trisin-SDS-PAGE uygulamalarinda % 16’lik ayirma ve % 4’lik yigma jel
kullanilmistir. Amonyum siilfat (% 40) c¢oktiirme esasina gore kismi saflastirmasi
yapilan bakteriyosin orneklerinden 75 pL alinarak, 25 pL 6rnek tamponu igerisine
aktarilmis ve 100 °C’de 5 dakika kaynatilmistir. Hazirlanan 6rnekler jel kuyucuklarina
20’ser pL aktarilmigtir. Jel sistemine Orneklerin yigma jelde gdcli esnasinda 25 mA,
ayirici jelde gogii esnasinda ise 30 mA akim uygulanarak elektroforez islemi + 4 °C’de
gergeklestirilmistir.  Ornekler jelin son kismina ulasildiginda akim durdurulmus ve
sistemden ¢ikarilan jel ikiye kesilerek bir parcast Commasie Brilliant Blue ¢ozeltisinde
45 dakika ve boya giderme ¢dzeltisinde 45 dakika tutulmustur. Beyaz 1sik iizerine
yerlestirilerek alman jel fotograflarinda proteinlerin molekiiler biiytikliikleri; marker
proteinlerin (Sigma USA; iiriin kodu B2787) bagil hareketlilik (Rf) degerleri ve
molekiiler biiyiikliiklerinin logaritmalarindan yararlanilarak ¢izilen standart egri
kullanilmak suretiyle belirlenmistir. Diger jel parcasi ise aktif bakteriyosin bdlgesinin
belirlenmesi amaciyla; steril bir petri plagina alinarak, steril distile suda i¢cinde 18 saat
yikanmistir. Bu siirenin sonunda baska bir steril petri plagina alinan jele indikator sus
iceren 10 mL MRS yumusak agar (% 0.7) dokiilmiis ve 37 °C’de 18 saat inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonrasi, jelde inhibisyon zonu olusturan bolge ile fotograflardaki

proteinlerin molekiiler biiyiikliikleri karsilastirilmistir.

Avirici Jel

Akrilamit (%30)/bisakrilamit (%8) sigma 3.3mL
3x Jel Cozeltisi (pH 8.45) 3.3mL
Steril destile su 2.36 mL
Gliserol I mL
%10 Amonyum persiilfat 30 uL
TEMED (N’N’N’N’-Tetra-Metilendiamin) 4 uL
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Yigma Jel

Akrilamit (%30)/bisakrilamit (%8) sigma 0.4 mL
3x Jel Cozeltisi (pH 8.45) 1.2 mL
Steril destile su 3.36 mL
%10 Amonyum persiilfat 40 uL
TEMED 4 uL

3 x Jel Cozeltisi (pH 8.45)
Tris 18.16 g
% 20 SDS pH 8.45 (5N HCl ile) 0.75 mL

Destile su ile toplam hacim 50 mL’ye tamamlanmustir.

3 x Ornek Tamponu

0.5 M Tris-HCI (pH 7.0) 3mL
Merkaptoetanol 0.6 mL
SDS 12g
Gliserol 3mL
Coomassie Brilliant Blue 5 mg

Destile su ile toplam hacim 10 mL’ye tamamlanmustir.

Katot Tamponu (pH 8.25)

Tris 12.11¢g
Trisine 1792 g
SDS lg
Destile su 1000 mL
Anot Tamponu (pH 8.9)

Tris 12.11¢g
5 N HCI 3mL
Destile su 1000 mL
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3.2.5 Suslarmm Caco-2 hiicrelerine tutunma testi

Secilen laktobasil ve pediokok suslarinin, Caco-2 hiicrelerine tutunma yetenekleri ve
patojen mikroorganizmalarin tutunmalarinin  engellenmesi denemeleri, Ankara

Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Arastirma Labratuvarinda gerceklestirilmistir.

Caco-2 hiicreleri; % 10 inaktive edilmis serum (v/v), % 1 esansiyel olmayan aminoasit,
% 1 L-glutamin, 20 pg/mL sreptomisin ve penisilin ilave edilmis DMEM (GIBCO)
icinde 37 °C’de anaerobik sartlarda inkiibe edilerek gelistirilmistir. Tutunma denemeleri
icin gelistirilen Caco-2 hiicreleri, 24 kuyulu doku kiiltiir plaklarina 1,2x10° hiicre/mL
konsantrasyonunda (1mL) inokiile edilmis ve besiyeri her giin degistirilmek suretiyle 15

giin gelistirilmistir.

Uygun besi ortamlarinda 18 saat gelistirilen P. pentosaceus BH105, Lb. brevis BG18 ve
Lb. plantarum BG33 ve kontrol suslar1 [(S. enterica serotype Typhimurium LT2, S.
enterica serotype Typhimurium SL1344, E. coli LMG3083 (ETEC9)] 6.000 rpm’de 15
dakika santrifiij edilerek, hiicreler ¢oktiriilmiistiir. Kiiltiir iist sivisi uzaklastirildiktan
sonra hiicreler PBS tamponu (pH 7.2) i¢inde c¢oziilmiistiir. Hiicre konsantrasyonu
DMEM ile 10® kob/mL’ye ayarlanarak steril tiiplere almmistir. Kuyulardaki besiyeri
ortamdan uzaklastirildiktan sonra, hiicreler PBS tampon ile 3 kez yikanmistir. Bakteri-
DMEM siispansiyonundan kuyulara 1 mL aktarilarak plaklar 37 °C°de % 10 CO,/ % 90
atmosfer basincinda 90 dakika inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda tutunmamis
bakteri hiicrelerini ortamdan uzaklagtirmak amaciyla, bakteri siispansiyonu steril pipet
yardimiyla alinmis ve kuyulardaki Caco-2 hiicreleri 2 kez PBS tamponuyla yikanmaistir.
Caco-2 hiicrelerine tutunmus bakterileri kuyulardan alabilmek amaci ile, ortama 1mL
Tween 80 (% 0.1) aktarilarak 30 dakika inkiibasyona tabi tutulmustur. Bakteri
siispansiyonu  steril mikrosantrifiij tiiplerine alindiktan sonra 107 diizeyine kadar
diliisyonlar1 hazirlanarak MRS ve LB Agar ortamlarina yayma ekimleri yapilmistir. 37
°C’de 18 saat inkiibasyon sonrasi petri plaklarindaki koloniler sayilarak canli hiicre

say1s1 belirlenmistir (Maragkoudakis et al. 2006).
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Kontrol suglar ve laktik asit bakterilerinin Caco-2 hiicrelerine tutunma yetenekleri;
Caco-2 hiicrelerine 90 dakika sonunda tutunmus bakteri sayisinin (TBS), baslangic
bakteri sayisina (BBS) oranlanmasiyla belirlenmistir. Tutunma denemeleri, her sus i¢in
6 kez tekrarlanmustir.

Bakteri Tutunma Orani1 (BTO) = 185 X 100
BBS

3.2.6 Patojen bakterilerin Caco-2 hiicrelerine tutunmalarinin engellenmesi

Caco-2  hiicrelerine patojen mikroorganizmalarin tutunmalarinin  engellenmesi
denemelerinde S. enterica serotype Typhimurium SL1344 ve E. coli LMG3083 (ETEC)

suslar1 kullanilmigtir.

18 saatlik aktif kiltirler 6.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek hiicreler
coktiiriilmiistiir. Kiiltiir iist sivis1 uzaklastirildiktan sonra hiicreler iki kez PBS tamponu
(pH 7.2) iginde yikanmis ve hiicre konsantrasyonu DMEM ile 10 kob/mL’ye
ayarlanarak steril tiiplere alinmistir. Caco-2 hiicrelerine, pediokok ve laktobasil
suglariin tutunmasi daha once belirtilen yonteme gore gerceklestirilmis ve 90 dakikalik
inkiibasyonu takiben kuyulardaki Caco-2 hiicreleri 4 kez PBS tamponuyla yikanmistir.
Kuyulara S. enterica serotype Typhimurium SL1344 ve E. coli LMG3083 (ETEC)
DMEM siispansiyonundan 1 mL aktarilarak kiiltiir plaklar1 37 °C’de anaerobik
kosullarda 90 dakika inkiibe edilmistir. Son asamada ise Caco-2 hiicrelerine tutunmus
bakteri hiicreleri 1mL Tween 80 (% 0.1) ile geri kazanilmistir. 107 diizeyine kadar
hazirlanan diliisyonlardan McConkey Agar ortamlarina yayma ekimler yapilmis ve 37
°C’de 18 saat inkiibasyon sonrasi petri plaklarindaki koloniler sayilarak tutunmus
patojen bakteri sayisi (TPBS) belirlenmistir. Daha sonra tutunmus patojen bakteri
say1s1, baslangic patojen bakteri sayisina (BPBS) oranlanarak hesaplanmigtir. Patojen
bakterilerinin tutunma yeteneklerindeki diisiisler, tanimlanan tutunma orani 100’den
cikarilarak hesaplanmistir. Tutunma denemeleri, her sus i¢in 6 kez tekrarlanmistir

(Maragkoudakis et al. 2006).

Patojen Balrtert Tutuntna Oram (PBTO) = :E"I;_Eg 2100
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Inhibisyon Oran1 = 100 - PBTO

McConkey Agar

Pepton 20 g
Laktoz 10 g
Sodyum Klorid 5 g
Agar 135 ¢
Notral Red 003 ¢
Kristal Viyole 1 mg
Safra Tuzu 5 g

pH 7.2 £ 0.02 (sterilizasyondan once)

Destile su ile toplam hacim 1000 mL’ye tamamlanmustir.

Sterilizasyon 121 °C’de 15 dakika siire ile yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Antimikrobiyel Aktiviteye Sahip Bakterilerin izolasyonu

Arastirmada; bir kismu saglikli bireylerden, bir kismi Etlik ihtisas Hastanesi Biyokimya
Laboratuvar1 ve Digkap1 Yildirim Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarina gelen hasta numunelerinden temin edilen toplam 93 adet insan kaynakli
ornek kullanilmigtir. Ayrica anne siitiinden ve farkli yas gruplarindaki bebeklerden

alinan gayta ornekleri de calisma kapsamina dahil edilmistir.

Gida kaynakli laktik asit bakterileri; Tiirkiye’nin farkli yorelerinden saglanan 83 adet
fermente gida Orneginden izole edilmistir. Calisma kapsaminda, 46 adet ev yapimi
peynir (Samsun/Ladik, Ankara/Cubuk, Aydin/Davutlar ve Soke, Bafra/Engiz, Sinop,
Bandirma, Hatay, Elazig, Malatya ve Kastamonu), 16 adet tulum peyniri (Erzincan,
Izmir, Bodrum, Bergama ve Ezine), 15 adet tursu, 3 adet zeytin (Aydin ve Bodrum) ve

3 adet sucuk (Afyon ve Kayseri) 6rnegi kullanilmistir.

Insan ve gida kaynakli 6rneklerin steril fizyolojik su (% 0.85 NaCl) igerisinde 107
diizeyine kadar seri diliisyonlar1 hazirlanmistir. Her bir diliisyon tiipiinden Rogosa Agar
ortamlarina yayma ekimler yapilmis ve 37 °C’de 48 saat inkiibasyona tabi tutulmustur.
Inkiibasyon siiresi sonunda tipik koloni morfolojisine sahip olan izolatlar MRS Agar
besiyerine nokta ekim yontemi ile inokiile edilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyondan
sonra, indikator bakteriler  Lb. plantarum ve Lb. sake kullanilarak antimikrobiyel
aktivite testi gergeklesirilmistir. Indikatdr bakteriye karsi 0.5 mm veya daha biiyiik
inhibisyon zonu veren koloniler secilerek MRS broth besiyerine aktarilmistir.
Antimikrobiyel aktiviteye sahip, Gram (+), kok veya ¢ubuk sekilli, spor olusturmayan
izolatlar muhtemel laktik asit bakterileri olarak secilmistir. Tim izolatlar tekrar
antimikrobiyel aktivite testine tabi tutulmus ve iclerinden en iyi aktiviteye sahip 28

adedi secilerek tanimlanmastir.

Insan kaynakli numunelerle yiiriitiilen izolasyon ¢alismasi sonucunda; toplam 7 adet

antimikrobiyel aktiviteye sahip izolat elde edilmistir. Bu bakterilerin 2 adedi ¢ocuklara,
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5 adedi ise yetigkin bireylere ait numunelerden izole edilmistir. Bebeklere ait
orneklerden ve anne siitinden antimikrobiyel aktiviteye sahip bakteri izolasyonu
gergeklestirilememistir (Cizelge 4.1). Fermente gida Orneklerinden, antimikrobiyel
aktiviteye sahip 21 adet izolat elde edilmistir. Bu bakterilerin 14 adedi ev yapimi
peynirlerden, 7 adedi ise tulum peynirinden izole edilmistir. Tursu, zeytin ve sucuk
orneklerinden antimikrobiyel aktiviteye sahip laktobasil izolasyonu

gergeklestirilememistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Antimikrobiyel aktiviteye sahip insan (BH) ve gida (BG) kaynakli laktik
asit bakterilerinin izolasyon kaynagi

izolat Kod No. izolasyon Kaynag Antimikrobiyel Aktivite Testinde
Kullanilan indikatér Suslar
BH96 Gayta Lactobacillus sake
BH97 Gayta Lactobacillus plantarum
BH100 Gayta Lactobacillus sake
BH101 Gayta Lactobacillus plantarum
BH102 Gayta Lactobacillus sake
BH105 Gayta Lactobacillus sake
BH106 Gayta Lactobacillus sake
BGS Ev yapimi peynir (Ankara/Cubuk) Lactobacillus plantarum
BG9 Ev yapimi1 peynir (Ankara/Cubuk) Lactobacillus plantarum
BG10 Ev yapimi peynir (Ankara/Cubuk) Lactobacillus plantarum
BGl11 Ev yapimi1 peynir (Ankara/Cubuk) Lactobacillus plantarum
BG12 Ev yapimi peynir (Ankara/Cubuk) Lactobacillus plantarum
BGI13 Ev yapimi1 peynir (Ankara/Cubuk) Lactobacillus sake
BG14 Ev yapimi peynir (Ankara/Cubuk) Lactobacillus sake
BGI5 Ev yapimi1 peynir (Ankara/Cubuk) Lactobacillus sake

BGl16 Ev yapimi peynir (Ankara/Cubuk) Lactobacillus plantarum
BG17 Ev yapimi1 peynir (Ankara/Cubuk) Lactobacillus plantarum
BG18 Ev yapimi peynir (Ankara/Cubuk) Lactobacillus sake
BGI19 Ev yapim1 peynir (Ankara/Cubuk) Lactobacillus sake

BG28 Tulum peyniri (izmir) Lactobacillus sake
BG29 Tulum peyniri (izmir) Lactobacillus sake
BG30 Tulum peyniri (izmir) Lactobacillus sake
BG31 Tulum peyniri (izmir) Lactobacillus sake
BG32 Tulum peyniri (Izmir) Lactobacillus sake
BG33 Tulum peyniri (izmir) Lactobacillus sake
BG34 Tulum peyniri (Bergama) Lactobacillus sake
BG35 Ev yapimi1 peyniri (Samsun) Lactobacillus plantarum
BG36 Ev yapimi peynir (Samsun) Lactobacillus plantarum
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4.2 izolatlarin Tanimlanmasi

4.2.1 Morfolojik ve Kkiiltiirel testler

Antimikrobiyel aktiviteye sahip insan ve gida kaynakli izolatlarin tamami katalaz
negatif 6zellikte bulunmustur. Bu izolatlardan sadece insan kaynakli BH102 ve BH106
ile gida kaynakli BG8, BG10, BG11, BG12, BG14, BG15 ve BG16 10 °C’de zay1f bir
gelisme gostermis, ancak inkiibasyon 15 °C’ye c¢ikarildiginda tiim izolatlarda optimal

gelisme belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Gida kaynakli bakterilerden; BGS, BG11, BG12, BG14, BG15, BG16, BG18 ve BG19
glukozdan gaz olusturan heterofermantatif izolatlar olarak degerlendirilmistir. Insan
kaynakli izolatlarda ise glukozdan gaz iiretimi tespit edilmemistir. Arjinin dihidrolaz
enzimi igermeyen suslarda dekstrozun fermentasyonu sonucu olusan asitlik ile indikator
boya rengi sariya, arjinin dihidrolaz enzimine sahip olanlarda ise dekstrozun fermente
edilmesinden kaynaklanan sar1 renk, bu enzimin aktivitesi sonucu asitligin
notralizasyonundan dolay1 tekrar eflatuna donmektedir (Halkman 2005). Bu esas
dogrultusunda yiriitiilen testte; insan kaynakli izolatlardan BH105 ve gida kaynakli
izolatlardan BG10 izolat1 arjinin dihidrolaz pozitif, diger izolatlar ise negatif olarak

degerlendirilmistir (Cizelge 4.2).

Antimikrobiyel aktiviteye sahip 28 adet izolatin; Gram-pozitif, katalaz negatif, basil
morfolojisine sahip olan ve arjinin hidroliz yetenegi igermeyen 25 adedi Lactobacillus
cinsi iiyesi olarak tanimlanmistir (Crow et al. 2001). Bunlarin arasindan; glukozdan gaz
iiretme yetenegine sahip BGS, BG11, BG12, BG14, BG15, BG16, BG18 ve BG19
izolatlar1 heterofermantatif tiirler (Lb. brevis, Lb. reuteri veya Lb. fermentum) olarak
saptanmistir (Kandler and Weiss, 1986). Gram (+), katalaz negatif, ikili ya da dortlii
kok morfolojisine sahip 3 adet izolat (BH105, BG10 ve BG17) muhtemel Pediococcus

cinsi tiyeleri olarak ayrilmistir (Barnos et al. 2001, Franz et al. 2006).
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Cizelge 4.2 izolatlarin kismi karakterizasyonu

izolat Gram Morfoloji Gelisim Katalaz Gaz Arjinin
No. Boyama 10°C  15°C  45°C Aktivitesi  Uretimi  Hidrolizi
BH96 + Basil - + - - - -
BH97 + Basil - + - - - -
BH100 + Basil - + - - - -
BHI101 + Basil - + - - - -
BH102 + Basil Zayif +  Zayif - - -
BH105 + Kok - + - - - +
BH106 + Basil Zayif + - - - -
BG8 + Basil Zayif +  Zayif - + -
BGY9 + Basil - +  Zayif - - -
BG10 + Kok Zayrf +  Zayif - - +
BGI11 + Basil Zayif + - - + -
BGI12 + Basil Zayif + - - + -
BG13 + Basil - + - - - -
BG14 + Basil Zayif + - - + -
BGI15 + Basil Zay1f + - - + -
BG16 + Basil Zayif + - - + -
BG17 + Kok - + - - - -
BGI18 + Basil - + - - + -
BG19 + Basil - + - - + -
BG28 + Basil - + - - - -
BG29 + Basil - + - - - -
BG30 + Basil - + - - - -
BG31 + Basil - + - - - -
BG32 + Basil - + - - - -
BG34 + Basil - + - - - -
BG33 + Basil - + - - - -
BG35 + Basil - +  Zayif - - -
BG36 + Basil - +  Zayif - - -
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4.2.2 Biyokimyasal testler

Izolatlarin biyokimyasal aktivitelerinin belirlenmesinde API SOCHL (bioMé&rieux, Inc.,
France) test kitleri kullanilmistir. BH96, BH97 ve BH100 izolatlarinin biyokimyasal
testlere verdikleri reaksiyonlar degerlendirildiginde; bu suslarin % 97.9 ve % 99.8
arasinda degisen olasilikla Lactobacillus paracasei 1 (Lb. paracasei 1), BH102 (% 81)
ve BH106 izolatlarinin (% 98.5) Lactobacillus plantarum 1 (Lb. plantarum) oldugu
belirlenmistir. BH101 izolati; Lb. paracasei ssp. paracasei 1 olarak tanimlanmistir.
Ancak D-Sarbitol, Amigdalin, Arbutin ve Gentiobioz testlerine negatif reaksiyon
verdiginden bu tanimlama igin siipheli test profili olusturmustur. BH105 izolatinin
biyokimyasal testlere  verdigi reaksiyonlar  “yetersiz  tanmimlama”  olarak
degerlendirilmistir. Zira bu susun Lactococcus lactis ssp. lactis 1 olma olasilig1 % 63,
Pediococcus pentosaceus 1 (P. pentosaceus) olma olasilig1 % 23 olarak tanimlanmastir.
Veri tabaninda 6nerilen tamamlayici testlere (15 °C’de gelisim ve katalaz testi) gore de

kesin tanimlama yapilamamamustir.

Gida kaynakli izolatlardan BG8, BG9, BG11, BG12, BG14, BG15, BG16, BG18 ve
BG19’un biyokimyasal testlere verdikleri reaksiyonlar degerlendirildiginde, bu suslarin
% 94.7 ve % 98.3 arasinda degisen oranlarla Lb. brevis 3; BG28, BG29, BG30, BG31,
BG32, BG33 ve BG34’in Lb. plantarum 1 (% 88.5); BG13, BG35 ve BG36
izolatlarinin ise Lb. paracasei ssp. paracasei 1 (% 93.4, % 99.6) oldugu belirlenmistir.
BG10 ve BG17 izolatlart i¢in yetersiz tanimlama degerlendirmesi yapilmistir. Zira
testler sonunda bu suslarin % 48.2 olasilikla Lactococcus lactis ssp. lactis 1 ya da %
23.3 olasilikla P. pentosaceus 1 olabilecegi yorumu ¢ikmistir. Veri tabaninda onerilen
tamamlayici1 testlere (15 °C’de gelisim ve katalaz testi) gore de kesin tanimlama

yapilamamistir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3 izolatlarin biyokimyasal tanist

Izolatlar DARA LARA RIB MDX GAL GLU

6S

BH96 -
BH97 -
BH100 ?
BH101
BH102
BH105
BH106
BGS8
BG9
BG10
BG11
BG12
BG13
BG14
BG15
BG16
BG17
BG18
BG19
BG28
BG29
BG30
BG31
BG32
BG33
BG34
BG35
BG36

+

+ o+

B

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

B T T T e S R T T I T T IS S S S R

B o S S R I I i S S

0: Kontrol, Gliserol, ERY: Erithitol, DARA: D- Arabinoz, LARA: L- Arabinoz, RIB: D- Riboz, DXYL: D- Ksiloz, LXYL: L- Ksiloz, ADO: D- Adonitol, MDX: Metil- fD-
ksilopiranosid, GAL: D- Galaktoz, GLU: D- Glukoz, FRU: D- Fruktoz, MNE: D- Mannoz , SBE: L- Sorboz, RHA: L- Ramnoz, DUL: Dulkitol
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Cizelge 4.3 izolatlarin biyokimyasal tanis1 (devam)

Izolatlar MDM MDG NAG MAL TRE
BH96 + + + + + +
BH97 + + + + + +
BH100 + + + + + +
BH101 + + + + + +
BH102 + + + + + -
BH105 - + + + + + -
BH106 - + + + + + -
BGS + ? + ; -
BGY + ? + ; -
BG10 - + + + -
BGI11 + ? + . )
BG12 + ? + - -
BG13 9 + + + +
BG14 + ? + - -
BG15 + ? + - -
BG16 + 9 + ; -
BG17 + + + + +
BGI18 + ? + ; -
BG19 + ? - - + - -
BG28 + + + + + -
BG29 + + + + + -
BG30 + + + + + -
BG31 + + + + + -
BG32 + + + + + -
BG33 + + + + + -
BG34 + + + + + -
BG35 + " + ? + -
BG36 + + + + + +

INO: Inositol, MAN: D- Mannitol, SOR: D- Sorbitol, MDM: Metil- aD- Monopiranosid, MDG: Metil- aD- Glukopiranosid, NAG: N- Asetil glukozamin, AMY: Amigdalin, ARB:
Arbutin, ESC: Eskulin, SAL: Salisin, SEL: D- Seliobioz, MAL: D- Maltoz, LAC: D- Laktoz, MEL: D- Melibioz, SAC: D-Sakkoroz, TRE: D- Trehaloz, INU: Inulin
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Cizelge 4.3 izolatlarin biyokimyasal tanis1 (devam)

izolatlar

BH96
BH97
BH100
BH101
BH102

BH105

BH106
BGS8
BG9Y
BG10

BGl11
BG12
BG13
BG14
BG15
BG16

BG17

BG18
BG19
BG28
BG29
BG30
BG31
BG32
BG33
BG34
BG35

GLYG XLT GEN

+
+
+
+
+
+
+

+

D D D D D D D

2KG 5KG

Bilgisayar Analizleri

Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 1
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 1
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 1
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 1
Lactobacillus plantarum 1

Lactococcus lactis ssp. lactis1
Pediococcuc pentosaceus

Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus brevis 3

Lactobacillus brevis 3

Lactococcus lactis ssp. lactis 1
Pediococcuc pentosaceus

Lactobacillus brevis 3

Lactobacillus brevis 3

Lactobacillus paracasei ssp. paracasei
Lactobacillus brevis 3

Lactobacillus brevis 3

Lactobacillus brevis 3

Lactococcus lactis ssp. lactisl
Pediococcuc pentosaceus
Lactobacillus brevis 3
Lactobacillus brevis 3
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 1
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 1

—_ e = = e e

(99.8%)
(99.8%)
(97.9%)
(99.7%)
(81%)
(63%)
(23%)
(98.5%)
(98.3%)
(98.3%)
(48.2%)
(23.3%)
(97%)
(98.3%)
(99.6 %)
(98.3%)
(98.3%)
(98.3%)
(63.3%)
(23%)
(94.7%)
(94.7%)
(88.5%)
(88.5%)
(88.5%)
(88.5%)
(88.5%)
(88.5%)
(88.5%)
(93.4%)
(99.6%)

MLZ: D- Melezitoz, RAF: D- Rafinoz, AMD: Amidon, GLYG: Glikogen, XLT: Ksilitol, GEN: Gentiobioz, TUR: D- Turanoz, LYX: D- Liysoz, TAG: D- Tagatoz, DFUC: D- Fukoz,
LFUC: L- Fukoz, DARL: D- Arabitol, LARL: L- Arabitol, GNT: Potasyum Glukonat, 2 KG: Potasyum 2- ketoglukonat, 5 KG: Potasyum 5- ketoglukona




4.2.3 16S rDNA dizi analizi

Antimikrobiyel aktiviteye sahip insan ve gida kaynakli izolatlarin 16S rDNA primerleri
kullanilarak g¢ogaltilan PZR f{irlinlerinin agaroz jel goriintiileri Sekil 4.1.a,b,c’de ve bu
cogaltilan bolgelerin dizi analizinden elde edilen baz siralarinin NCBI BLAST veri
tabaninda gerceklestirilen karsilagtirmali yorumlarindan ortaya ¢ikan kesin tani1 sonuglari,

Cizelge 4.4’de verilmistir.

BH96, BH97, BH100, BH101, BG9, BG35 ve BG36 izolatlar1 biyokimyasal testlere
verdikleri reaksiyonlara gore Lb. paracasei, 16S rDNA dizi analizine gore ise Lb. casei
olarak tanimlanmistir. BG9 izolati; biyokimyasal testlere verdigi reaksiyonlara gore
degerlendirildiginde Lb. brevis, 16S rDNA dizi analizine gore ise Lb. casei olarak
tanimlanmistir. Bu susun glukozdan gaz tiretmemesi 16S rDNA dizi analizi sonucunu
desteklemektedir. Biyokimyasal testlere gore kesin tanimlamalar1 yapilamayan BH105,
B10 ve BG17 izolatlarinin, 16S rDNA dizi analizine gore P. pentosaceus oldugu tespit
edilmistir. Morfolojik, kiiltiirel ve biyokimyasal testlerin yeterli sonu¢ vermedigi ya da
biyokimyasal testlerle ¢eliskili bulunan tanimlamalarda, 16S rDNA dizi analizi verileri esas
alimmustir. rIDNA genlerinde meydana gelen mutasyonlarin genellikle letal dogas1 geregi, bu
bolgeler yiliksek diizeyde korunmustur. Bu nedenle kiiltiirel ve biyokimyasal testlerin
kesinlik kazanmasinda 16S rDNA dizi analizi sonuglar1 ya da diger genetik testler, tiim tam
calismalarinda dogrulayict kriterler olarak kullanilmaktadir (Granger et al. 2008,
Jonganurakkum et al. 2008).

62



Sekil 4.1.a Insan ve gida kaynakli izolatlardan 16S rDNA primerleri ile gogaltilan PZR

iriinleri
1 BH96 900 bg
2  BH97 900 bg
3 BHI100 900 bg
4 BHI101 900 bg
5 BHI102 900 bg
6 BHI05 900 bg
7  Marker 1500, 1400, 1300, 1200, 1100, 1000, 900, 800, 700, 600, 500,
400, 300, 200, 100 bg
8 BHI106 900 bg
9 BGS 900 bg
10 BG9 900 bg
11 BGl11 900 bg

12 Negatif kontrol
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Sekil 4.1.b insan ve gida kaynakli izolatlardan 16S rDNA primerleri ile ¢ogaltilan PZR
triinleri

BG12
BG13
BG14
BGI15
BG16
BG17
Marker

< O n RN W

8 BGIS8
9 BGI9
10 BG28
11 BG29
12 Negatif kontrol

900 bg

900 bg

900 bg

900 bg

900 bg

900 bg

1500, 1400, 1300, 1200, 1100, 1000, 900, 800, 700, 600, 500,
400, 300, 200, 100 bg
900 bg

900 bg

900 bg

900 bg
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Sekil 4.1.c Insan ve gida kaynakli izolatlardan 16S rDNA primerleri ile cogaltilan PZR
tirtinleri

(U, T U US N 8]

O o0 3 O

BG30
BG31
BG32
BG33
Marker

BG34
BG35
BG36
Negatif kontrol

900 bg

900 bg

900 bg

900 bg

1500, 1400, 1300, 1200, 1100, 1000, 900, 800, 700, 600, 500,
400, 300, 200, 100 bg

900 bg

900 bg

900 bg
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Cizelge 4.4 Insan ve gida kaynakli izolatlarin 16S rDNA dizi analizi sonuglarina gore
gergeklestirilen tanisi

Izolat Kod No. 16S rDNA Dizisine Gore Yapilan Tam
BH96 Lactobacillus casei
BH97 Lactobacillus casei

BH100 Lactobacillus casei
BH101 Lactobacillus casei
BH102 Lactobacillus plantarum
BH105 Pediococcus pentosaceus
BH106 Lactobacillus plantarum
BGS Lactobacillus brevis
BG9 Lactobacillus casei
BG10 Pediococcus pentosaceus
BGl11 Lactobacillus brevis
BG12 Lactobacillus brevis
BG13 Lactobacillus casei
BG14 Lactobacillus brevis
BG15 Lactobacillus brevis
BGl16 Lactobacillus brevis
BG17 Pediococcus pentosaceus
BG18 Lactobacillus brevis
BG19 Lactobacillus brevis
BG28 Lactobacillus plantarum
BG29 Lactobacillus plantarum
BG30 Lactobacillus plantarum
BG31 Lactobacillus plantarum
BG32 Lactobacillus plantarum
BG33 Lactobacillus plantarum
BG34 Lactobacillus plantarum
BG35 Lactobacillus casei
BG36 Lactobacillus casei
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4.2.4 Suslarin plazmid iceriklerinin belirlenmesi

Insan kaynakl laktik asit bakterileriyle yiiriitiilen plazmid izolasyonu ve agaroz jel
elektroforezi caligsmalar1 sonucu, suslarin; biiytikliikleri 3.2-26.1 kb (kilobaz), sayilar1 4-6
adet arasinda degisen plazmid igerigine sahip oldugu belirlenmistir. Bunlar arasinda, Lb.
casei BH97 ve BHI01 suslarmin tamamen aymi plazmid profiline sahip oldugu
saptanmistir. Lb. plantarum BH102 ve BH106 ve P. pentosaceus BH105 suslar ise,
plazmid igerikleri bakimindan belirgin farkliliklar gostermistir (Sekil 4.2.a,b). Bu sonuglar,
BH97 ve BH101 i¢in ortak; BH102 ve BH106 igin ise farkli bir kokene isaret etmektedir.

Gida kaynakli suslarda; biyiikliikleri 2.5-32.3 kb arasinda degisen, 4-10 adet plazmid
icerigi saptanmistir. Lb. plantarum BG28 susunun icerdigi 8 adet plazmidin (32.3, 28.4,
26.2, 23.4, 20.6, 14.9, 8.8 ve 8.3 kb), BG29 susunun plazmidleriyle ayn1 oldugu
belirlenmistir. Lb. plantarum olarak tanimlanan ve plazmid profilleri tamamen ayni
bulunan bir diger grup ise BG30, BG31 ve BG32 suslarinm1 igermektedir. Lb. brevis BG15
susunun icerdigi 6 adet plazmidin (25.5, 13.8, 11.6, 10.8, 6.1 ve 5.5 kb) 5 adedinin (5.5 kb
hari¢), 5 adet plazmid igeren (25.5, 13.8, 11.6, 10.8 ve 6.1 kb) BGI16 susunun
plazmidleriyle ayn1 oldugu tespit edilmistir. Bu bulgu BG16 susunun, 5.5 kb plazmidi
kaybetmis bir varyant olduguna isaret etmektedir. Lb. brevis olarak tanimlanan gida
kaynakli suslar arasinda plazmidleri tamamen ayni olan bir diger grup BG18 ve BG19
suslarindan olugmaktadir. BG16 susu 10,8 kb plazmid disindaki diger plazmidler
bakimindan bu grup ile tam bir uyum gostermistir. Buradan hareketle bu iki susta da 10,8
kb biiytikliikteki plazmidin elimine oldugu dislintilmektedir. Lb. casei BG13 susunda
plazmid DNA saptanmamistir. Gida kaynakli diger laktik asit bakterileri, plazmid igerikleri
bakimindan farkli bulunmustur (Sekil 4.3.a,b,c).

Degisik arastiricilar tarafindan yapilan calismalar sonucunda; laktik asit bakterilerinin 1-16
adet plazmid icerdigi tespit edilmis ve bu plazmidlerin faj ve antibiyotik direnglilik,
bakteriyosin ve asit iiretimi, laktoz fermentasyonu ve proteolitik aktivite gibi bazi

metabolik olaylardan sorumlu genleri tasidigi belirtilmistir (Ruiz-Barba et al. 1991,
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Delgado and Mayo 2003, Obunbanwo et al. 2003, Mourad 2007). Tiir i¢i ve tiirler arasi
genetik madde aktarimini yonetme yetenegindeki plazmidler, bakterilere g¢evresel uyumu
kolaylastiracak genetik esneklik saglamaktadirlar. Starter kiiltlir gelistirme ¢aligmalarinda,
suslarin plazmid iceriklerinin ve kodladiklar1 6zelliklerin tanimlanmasi endiistriyel 6neme
sahip Ozeliklerin genetik determinantlarinin belirlenmesi bakimindan énem tasimaktadir.
Ayrica plazmid analizi, ayn tlire ya da alt tiire ait farkli suslarin tanimlanmasinda kisa

siirede sonu¢ alinmasi ve tekrarlanabilir olmasi nedeniyle tercih edilen bir yontemdir

(Foschino et al. 2001, Delgado and Mayo 2004, Mourad 2007).

Bu ¢alismada ayn1 plazmid profiline sahip oldugu belirlenen insan kaynaklt BH97, BH101,
BH102 ve BH105 ve gida kaynakl1 BG15, BG16 ve BG17 suslarinin, biyokimyasal testlere
verdikleri reaksiyonlar ve 16S rDNA dizi analiz sonucuna gore farkli tiir bakteriler
olduklar1 tespit edilmistir. Bu durum plazmid profillerinin tiir tanisinda kullanilamayacagini
gostermektedir. Bununla beraber, Lb. brevis BG8, BG11, BG12, BG14, BG15, BG16,
BG18 ve BG19, Lb. casei BH96, BH100, BH101, BG9, BG35 ve BG36 nin, Lb. plantarum
BH102, BH106, BG28, BG30 ve BG33 bakterilerinden olusan gruplarin kendi igerisinde
plazmid igerikleri bakimindan tam bir uyum gostermemesi, s6z konusu tiirlere ait {iyelerin

farkli biyovaryeteler oldugunu kanitlamaktadir.
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Sekil 4.2.a Insan kaynakli suslarin plazmid icerikleri

BH97
M ccc Plazmid DNA Marker

BHI101
BH102
BH105
BH106

(kb):
(kb):

(kb):
(kb):
(kb):
(kb):

21.9,17.3,12.8 ve 5.8

16.2,14.1, 12.2, 10.2, 8.0, 7.2, 6.0, 5.0, 4.0,
29ve 2.l

219,17.3,12.8 ve 5.8

219,17.3,12.8 ve 5.8

219, 17.3,12.8, ve 5.8

26.1,21.9,9 ve 8.4

69



Sekil 4.2.b Insan kaynakli suslarm plazmid igerikleri
17.5,14.7,12.2,ve 5.7
16.2,14.1, 12.2, 10.2, 8.0, 7.2, 6.0, 5.0, 4.0,

2 BH9%6 (kb):

4 M ccc Plazmid DNA Marker  (kb):
29 ve2.1

6 BHI100 (kb): 23.9,17.5,11.8,7.5,5ve3.2
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Sekil 4.3.a Gida kaynakli suslarin plazmid igerikleri

BGS

BG9

BG10

M ccc Plazmid DNA Marker

BGl11
BG12
BG14

(kb):
(kb):
(kb):
(kb):

(kb):
(kb):
(kb):

29.3,27.5,24.6,18.2,13.1,11.3 ve 5.9
24.6,18.2,6,5.1,4ve 2.5

26.6,25,19.2,12.2,8.8 ve 5.9
16.2,14.1,12.2,10.2, 8.0, 7.2, 6.0, 5.0, 4.0,
29ve2.l

29.5,28.1,25.5,19.7,13.6,11.9, 11.2 ve 5.9

25.5,19.1,13.5,12.1,8.9,5.8 ve 5.4
31.9, 26.6, 25, 18.9,12.2,8.8 ve 5.9
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Sekil 4.3.b Gida kaynakli suslarin plazmid icerikleri

BGIS5
BG16
BG17
M ccc Plazmid DNA Marker

BG18
BG19
BG28
BG29

(kb):
(kb):
(kb):
(kb):

(kb):
(kb):
(kb):
(kb):

25.5,13.8,11.6, 10.8, 6.1 ve 5.5

25.5,13.8,11.6, 10.8 ve 6.1
25.5,13.8,11.6, 10.8 ve 6.1

16.2,14.1, 12.2, 10.2, 8.0, 7.2, 6.0, 5.0, 4.0,
29ve2.l

25.5,13.8,11.6 ve 6.1
25.5,13.8,11.6 ve 6.1

32.3,28.4,26.2,23.4,20.6, 14.9, 8.8 ve 8.3
32.3,28.4,26.2,23.4,20.6, 14.9, 8.8 ve 8.3

72



B W

9]

Sekil 4.3.c Gida kaynakli suslarin plazmid igerikleri

BG30
BG31
BG32
M ccc Plazmid DNA Marker

BG33
BG34

BG35
BG36

(kb):
(kb):
(kb):
(kb):

(kb):
(kb):
(kb):
(kb):

22.3,20.2,18.4,16.8,14.8, 8.9 ve 8.3

22.3,20.2,18.4,16.8, 14.8, 8.9 ve 8.3
22.3,20.2,18.4,16.8, 14.8, 8.9 ve 8.3

16.2,14.1, 12.2,10.2, 8.0, 7.2, 6.0, 5.0, 4.0,
29ve2.1

22.1,20.4,16.8,11.8, 10.7 ve 9.3

22.3,20.2,18.4,16.8, 14.8, 8.9 ve 8.3

21.9,19.6,18.4,16.7, 14.1, 13.1, 11.5, 8.7,
8.1ve3.l

23,19.6,16.7,11.3 ve 3.1
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4.2.5 Hiicre duvar protein profillerinin belirlenmesi

Hiicre duvar protein izolatlar ile yiiriitiilen SDS-PAGE analizi sonunda, gida kaynaklh
P. pentosaceus BG10 ve BG17 suslarinda; molekiiler biiyiiklikleri 126.7, 112.2, 85.11,
53.33, 40.6 ve 37.0 kDa (kilodalton) olan 6 adet ortak protein bandi tanimlanmistir. P.
pentosaceus BH105 susu ise 180 ve 83,1 kDa biiyiikliikte 2 adet major hiicre duvar
proteini igerigi ile diger pediokoklardan farkli bulunmustur (Sekil 4.4).

Gida kaynakli Lb. brevis BGS, BG11, BG12, BG14, BG15, BG16, BG18 ve BGI19
suslarinda; molekiiler biiyiiklikleri 114.5, 107.2, 83.1, 53.1, 38.9 ve 29.0 kDa olan 6 adet

ortak major hiicre duvari proteini tespit edilmistir (Sekil 4.5).

Gida kaynakl Lb. plantarum BG28, BG31, BG32 ve BG34 suglarinda; 121.8, 107.4, 98.7,
79.3, 61.6, 46.1, 39.0, 25.8, 22.3, 15.4 ve 12.1 kDa biiyiikliigiinde toplam 11 adet hiicre
duvari proteini ortak bulunmustur. insan kaynakli Lb. plantarum BH106 ve gida kaynakli
BG29 ve BG30 suslarinin da, molekiiler biiyiikliikleri 116.0, 107.4, 98.0, 80.0, 61.1, 54.7,
46.4, 42.3, 38.0, 26.1, 22.9, 15.6 ve 12.2 kDa arasinda degisen toplam 13 adet protein bandi
bakimindan benzerlik gosterdigi saptanmstir. Insan kaynakli Lb. plantarum BH102 ve gida

kaynaklt BG33 ise, hiicre duvart protein profilleri bakimindan bu iki gruptan tamamen

farkli bulunmustur (Sekil 4.6).

Insan ve gida kaynakli Lb. casei suslarinda, molekiiler biiyiikliikleri 12.6-244.0 kDa
arasinda degisen 4-12 adet protein band1 belirlenmistir. Bunlar i¢cerisinde BH100 ve BH101
suslar1 244.0, 134.3, 110.9, 67.0, 38.0, 34.6 ve 31.1 kDa’luk 7 adet ortak protein igerigine
sahip bulunmustur (Sekil 4.7).

Hiicre duvart protein igeriklerinin arastirilmasi, bakterilerin farkli ekosistemlere
adaptasyonlarinin ve evrimsel iligkilerinin agiklanmasinda Onem tasimaktadir. Cesitli
arastiricilar, S tabaka proteinlerinin; koruyucu tabaka, molekiiler elek, iyon tuzagi veya

viriilens faktorler olarak islev gordiiklerini ve immiin sistemi sitiimiile ettiklerini
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saptamistir (Smit et al. 2002, Vinderola et al. 2004). Major hiicre duvar1 protein igerikleri,
laktik asit bakterilerinin tanisinda da destekleyici ve kisa siirede sonug¢ veren bir yontem

olarak kullanilmaktadir (Gatti et al. 1997, Hebert et al. 2000, Corsetti et al. 2003).

Bu yonde yiiriitiilen bir ¢alismada Lb. brevis igin ayirici 50 kDa’luk major, 37 kDa’luk
minor, Lb. plantarum i¢in molekiiler biiytikliikleri 35-65 kDa arasinda olan 6 adet major ve
Lb. casei igin ise li¢ adet major hiicre duvar1 proteini (35 ve 60,45 kDa) tanimlanmistir
(Corsetti et al. 2003, Soomro and Masud 2007). Calismamiz kapsaminda incelenen
antimikrobiyel aktiviteye sahip laktik asit bakterilerinin, hiicre duvari protein igerikleri, say1
ve molekiiler biiyiliklilk bakimindan literatiir verileriyle uyum gostermektedir. Ancak, tiir
tanisinda kullanilabilecek herhangi bir spesifik protein bandi tespit edilememistir. Ayni
sekilde hiicre duvari protein igerikleri ile plazmid profilleri agisindan bir uyumun
saglanamamasi, alt tlir ayiriminda da elde ettigimiz protein profillerinin kullanish
olamayacagina isaret etmektedir. Ozellikle bakteriyel tamida hiicre duvar1 ya da toplam
protein profillerinin kullanimi iki yonlii jel elektroforezi ve fonksiyonel analizlere
dayandirilmaktadir. Bu sayede 6zellikle ayn1 molekiiler biiyiikliikte ancak farkl aktivitelere
sahip proteinlerin ayirimi gergeklestirilebilmektedir. Yukarida 6zetlenen literatiir verilerinin
aksine, calismamizda tiir ya da biyovaryetelere 6zgii spesifik hiicre duvari proteinlerinin
bulunmamasi, 6rnek sayisinin azligi yaninda fonsiyonel taniminin yapilmamasindan da
kaynaklanabilir. Arastirmada, hizli protein tan1 yontemlerinin destekleyici bir kriter olarak
kullanim1 hedeflendiginden ileri analizler yapilmamistir. Literatiir verilerinden farkli
bulunan sonuglarin, fonksiyonel analizler dogrultusunda yorumlanmasi, yapilan tespitlerin

kesinlestirilmesi i¢in zorunludur.
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Sekil 4.4 Pediococcus pentosaceus suglarinin hiicre duvari protein igerikleri

M
1
2
3
4
5
6
7

Marker
BG19
BH105
BG10
BG17
BG36
BH102
BH106

(kDa):
(kDa):
(kDa):
(kDa):
(kDa):
(kDa):
(kDa):
(kDa):

180, 116, 97, 58.1, 39.8, 29, 20.1, 14.3, 6.5

114.5,107.2, 83.1, 53.1, 38.97 ve 29.0

180 ve 83,1

126.7,112.2, 85.1, 53.3, 40.6 ve 37.0

126.7,112.2, 85.1, 53.3, 40.6 ve 37.0

153,116, 109.5, 105.9, 97, 74.7, 63.6, 48.5, 37.8 ve 32.2
114.7,100.8, 88.6, 74.7, 54.1 ve 37.8

116, 107, 98, 80.3, 61, 54.9, 46, 42, 38, 26, 22, 15 ve 12.2
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Sekil 4.5 Lactobacillus brevis suslarinin hiicre duvari protein icerikleri

M
1
2
3
4
5
6
7

Marker
BGS
BGl11
BGI12
BG14
BGI15
BG16
BGI18

(kDa):
(kDa):
(kDa):
(kDa):
(kDa):
(kDa):
(kDa):
(kDa):

180, 116, 97, 58.1, 39.8, 29, 20.1, 14.3, 6.5
114.5,107.2, 83.1, 53.1, 38.97 ve 29.0
114.5,107.2, 83.1, 53.1, 38.97 ve 29.0
114.5,107.2, 83.1, 53.1, 38.97 ve 29.0
114.5,107.2, 83.1, 53.1, 38.97 ve 29.0
114.5,107.2, 83.1, 53.1, 38.97 ve 29.0
114.5,107.2, 83.1, 53.1, 38.97 ve 29.0
114.5,107.2, 83.1, 53.1, 38.97 ve 29.0
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Sekil 4.6 Lactobacillus plantarum suslarinin hiicre duvari protein igerikleri

~N N D b

Marker
BG28
BG29

BG30

BG31
BG32
BG33
BG34

(kDa):
(kDa):
(kDa):

(kDa):

(kDa):
(kDa):
(kDa):
(kDa):

180, 116, 97, 58.1, 39.8, 29, 20.1, 14.3, 6.5

121.8,107.4, 98.7, 79.3, 61.6, 46.1, 39.0, 25.8, 22.3, 15.4 ve 12.1
116.0, 107.4, 98.0, 80.0, 61.1, 54.7, 46.4, 42.3, 38.0, 26.1, 22.9,
15.6 ve 12.2

116.0, 107.4, 98.0, 80.0, 61.1, 54.7, 46.4, 42.3, 38.0, 26.1, 22.9,
15.6 ve 12.2

121.8,107.4, 98.7, 79.3, 61.6, 46.1, 39.0, 25.8, 22.3, 15.4 ve 12.1
121.8,107.4, 98.7, 79.3, 61.6, 46.1, 39.0, 25.8, 22.3, 15.4 ve 12.1
168.4,110.8, 93.4, 55.6,45.6, 38.1, 31.0, 19.8 ve 15.4
121.8,107.4, 98.7, 79.3, 61.6, 46.1, 39.0, 25.8, 22.3, 15.4 ve 12.1
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Sekil 4.7 Lactobacillus casei suslarinin hiicre duvari protein igerikleri

M Marker (kDa): 180, 116,97, 58.1, 39.8, 29, 20.1, 14.3, 6.5

1  BH96 (kDa): 244,105.9,99.5,85.8,36.3,31.5,20.4 ve 13.9
2 BH97 (kDa): 108.4,100.8,74.7,45.9,38.0 ve 30.7

3 BHI00 (kDa): 244.0,134.3,110.9,67.0,38.0,34.6 ve 31.1

4 BHI101 (kDa): 244.0,134.3,110.9, 67.0, 38.0, 34.6 ve 31.1

5 BGY (kDa): 110.9,97.0, 54.0, 39.3
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4.3 Laktik Asit Bakterilerinin Probiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi

4.3.1 Suslarin diisiik pH, pepsin, pankreatin ve safra tuzlaria karsi direnc 6zellikleri

pH denemelerinde; insan ve gida kaynakli laktik asit bakterilerinin pH 1.0°de, 1 saat
icerisinde canliliklarini kaybettikleri tespit edilmistir. Buna karsin, pH 3.0’de tiim suslar 3
saat sonunda % 76.35 ve % 99.75 arasinda degisen gelisme oranlarinda canliliklarini devam
ettirmistir. Canli bakteri sayilar1 ve kontrol grubuna kars1 gosterdikleri bakteriyel gelisim
degerleri goz Oniine alindiginda; Lb. casei BH100 susu en diisiik, Lb. plantarum BG34 ise

en yiiksek oranda gelisim gosteren suslar olarak belirlenmistir (Cizelge 4.5).

Besinlerin sindirim sisteminden gegisi sirasinda, midede kalma siiresi 3 saattir. Bu siirede
midenin pH’s1 1-4 arasinda degismektedir (Vinderola and Reinheimer 2003). Besinlerle
birlikte alinan probiyotik mikroorganizmalarin intestinal sisteme ulasmadan once midenin
diisiik pH’sinda canli kalabilmesi zorunludur (Dunne et al. 2001). Lactobacillus cinsi
iyeleri (Lb. acidophilus, Lb. plantarum ve Lb. casei) pH 3.0’de canliliklarin1 devam
ettirebilmektedir (Oh et al. 2000, Dunne et al. 2001). Insan gaytasindan izole edilen Lb.
brevis’in pH 4.0’de, Lb. plantarum’un ise pH 3.5’da canli kalabildigi, ancak daha diisiik pH
degerlerinde gelisimlerinin durdugu saptanmistir (Delgado et al. 2007). Bebek gaytasindan
izole edilen laktik asit bakterileri i¢in pH 2.0, letal pH degeri olarak tanimlanmistir (Khalil
et al. 2007). Tim bu ¢alismalar, laktik asit bakterilerinin asit toleranslarmimn; H'- ATPaz
enzimi, bakteri tiirli, gelisme ortami ve inkiibasyon kosullarina gore farklilik gosteren
sitoplazmik membran yapisina bagli olarak degistigine isaret etmektedir (Havenaar et al.

1992, Oh et al. 2000, Khalil et al. 2007).
Aragtirma kapsaminda incelenen antimikrobiyel aktiviteye sahip suslarin, diisik pH

degerlerine direng oOzellikleri, yukarida tanimlanan sinirlar igerisinde bulunmustur. Bu

degerler mideden geciste canliliin siirdiiriilebilmesi i¢in yeterlidir.
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Cizelge 4.5 Laktik asit bakterilerinin MRS broth’da (pH 3.0) gelisim 6zellikleri

Laktik Asit Bakteriyel Gelisme (3. saat)
Balterilert (lolg(;(l:)t;;)lill) (102J Il-(Io:);).?ml) % Gelisme
Lb. casei BH96 8.16 7.96 97.54
Lb. casei BH97 8.50 8.07 94.94
Lb. casei BH100 8.88 6.78 76.35
Lb. casei BH101 8.38 6.95 82.93
Lb. plantarum BH102 8.52 8.26 96.94
P. pentosaceus BH105 7.95 7.55 94.96
Lb.plantarum BH106 8.73 8.17 93.58
Lb. brevis BG8 8.64 8.02 92.82
Lb. casei BG9 8.42 8.07 95.84
P. pentosaceus BG10 8.47 7.78 91.85
Lb. brevis BG11 8.10 7.30 90.12
Lb. brevis BG12 8.45 6.78 80.23
Lb. brevis BG13 8.39 8.21 97.85
Lb. brevis BG14 8.65 7.82 90.40
Lb. brevis BG15 8.67 7.95 91.69
Lb. brevis BG16 8.64 7.73 89.46
P. pentosaceus BG17 8.52 7.48 87.79
Lb. brevis BG18 8.47 7.74 91.38
Lb. brevis BG19 8.49 7.64 89.98
Lb. plantarum BG28 8.91 8.30 93.15
Lb. plantarum BG29 8.78 8.41 95.78
Lb. plantarum BG30 8.90 8.19 92.02
Lb. plantarum BG31 8.87 8.38 94.47
Lb. plantarum BG32 8.92 8.51 95.40
Lb. plantarum BG33 7.98 7.81 97.86
Lb. plantarum BG34 7.85 7.83 99.75
Lb. casei BG35 8.0 7.65 95.62
Lb. casei BG36 7.76 7.72 99.48
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Tirkiye kokenli suslar ile pH 2.0°de yiiriitiilen pepsin uygulamasinda; 1 saatin sonunda
insan kaynakli Lb. casei BH97 ve BH100 ve gida kaynakli Lb. brevis BG8, BG9, BG11,
BG12, BG13, BG15, BG16 ve BG19; P. pentosaceus BG10 ve BG17; Lb. plantarum
BG28, BG31, BG32 ve BG34, canliliklarini devam ettirmis, ancak uygulamanin 3. saatinde

tlim susglarin canliligini yitirdigi saptanmustir (Cizelge 4.6).

Arastirmada kullanilan tim suslar 3 saat silireyle gergeklestirilen pepsin (pH 3.0)
uygulamasina direngli bulunmustur. Lb. plantarum BHI102, bu kosullarda en yiiksek
bakteriyel gelisim gosteren sus olarak belirlenmistir (Cizelge 4.6).

pH 2.0 ve 3.0°de yiiriitiilen pepsin uygulamasinin amaci, sindirim sistemine ulagan
mikroorganizmalarin gastrik kosullara diren¢ diizeylerinin in vitro olarak belirlenmesidir.
Siit {tirtinlerinden izole edilen Lactobacillus izolatlariyla yiiriitiilen bir ¢alismada, pH 2-
pepsin uygulamasiin ilk saatinde 29 susun 21’nin canliligim siirdiirdiigii ancak,
uygulamanmn 3. saatinde 13’liniin canliligin1 tamamen yitirdigi tespit edilmistir
(Maragkoudakis et al. 2006). Farkli laktik asit bakterilerinin gastrik kosullara
toleranslarinin arastirildigi bir diger c¢alismada ise, pH 3.0’de ve 3 saat sonunda
Pediococcus tiyelerinin diger suslara gore daha fazla direng gosterdigi tespit edilmistir
(Jonganurakkum et al. 2008). Ozellikle Lactobacillus tiirleri gdz Oniinde
bulunduruldugunda, Tiirkiye kokenli bakterilerin pH-pepsin uygulamasina benzer yanitlar
verdigi tespit edilmistir. Tiirkiye kokenli laktik asit bakterilerinin pH-pepsin
uygulamalarina verdikleri ortak direnglilik diizeyleri (pH 3.0), gastrik kosullara direng
gosterebileceklerine isaret etmektedir. Zira besinlerle alinan bakterilerin gastrik kosullardan
korunmasinda; besin partikiillerinin ve konak¢1 yiizeysel tutunma boélgelerinin tolore edici
rolii nedeniyle, pH-pepsin uygulamalarinda 3 saat siireyle (pH 3.0) saglanan direng esas

alinmaktadir.
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Cizelge 4.6 Laktik asit suslarinin pH 2.0 ve pH 3.0’de ytiriitiilen pepsin uygulamasina direng¢ diizeyleri

Laktik Asit Pepsin
Bakterileri Kontrol pH 2.0 % Gelisme Kontrol pH 3.0 % Gelisme
(log kob/ml) (log kob/ml) (3. saat) (log kob/ml) (log kob/ml) (3. saat)

Lb. casei BH96 8.83 - 0.00 8.16 8.06 98.77
Lb. casei BH97 8.40 - 0.00 8.50 8.10 95.29
Lb. casei BH100 8.90 - 0.00 8.88 7.45 83.89
Lb. casei BH101 8.55 - 0.00 8.38 7.50 89.89
Lb. plantarum BH102 9.08 - 0.00 7.78 9.28 >100
P. pentosaceus BH105 8.97 - 0.00 7.95 8.07 >100
Lb.plantarum BH106 9.46 - 0.00 8.73 8.83 >100
Lb. brevis BG8 8.90 - 0.00 8.64 8.19 94.79
Lb. casei BG9 8.32 - 0.00 8.42 8.58 >100
P. pentosaceus BG10 7.60 - 0.00 8.47 8.20 96.81
Lb. brevis BG11 8.70 - 0.00 8.10 6.70 82.71
Lb. brevis BG12 9.00 - 0.00 8.45 7.00 82.84
Lb. brevis BG13 9.07 - 0.00 8.39 7.00 83.43
Lb. brevis BG14 8.41 - 0.00 8.65 8.32 96.18




Cizelge 4.6 Laktik asit suslarinin pH 2.0 ve pH 3.0’de ytiriitiilen pepsin uygulamasina direng¢ diizeyleri (devam)
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Laktik Asit Pepsin
Bakterileri Kontrol pH 2.0 % Gelisme Kontrol pH 3.0 % Gelisme
(log kob/ml) (log kob/ml) (3. saat) (log kob/ml) (log kob/ml) (3. saat)

Lb. brevis BG15 8.68 - 0.00 8.67 8.45 97.46
Lb. brevis BG16 8.75 - 0.00 8.64 8.51 98.49
P. pentosaceus BG17 8.77 - 0.00 8.52 8.12 95.30
Lb. brevis BG18 8.9 - 0.00 8.47 8.00 94.45
Lb. brevis BG19 8.9 - 0.00 8.49 8.60 >100
Lb. plantarum BG28 8.76 - 0.00 8.91 9.16 >100
Lb. plantarum BG29 8.69 - 0.00 8.78 9.11 >100
Lb. plantarum BG30 8.97 - 0.00 8.9 9.15 >100
Lb. plantarum BG31 8.97 - 0.00 8.87 9.09 >100
Lb. plantarum BG32 9.1 - 0.00 8.92 9.18 >100
Lb. plantarum BG33 8.22 - 0.00 7.98 8.00 >100
Lb. plantarum BG34 8.34 - 0.00 7.85 7.20 91.71
Lb. casei BG35 9.1 - 0.00 8.00 7.60 95.00

Lb. casei BG36 9.07 - 0.00 7.76 7.50 96.64




Antibakteriyel aktiviteye sahip suslar ile yiiriitiilen pankreatin uygulamasinda; Lb.
plantarum BH102, Lb. casei BH100, P. pentosaceus BHI105, ve Lb. brevis BGS, Lb.
plantarum BG29, BG30 ve BG32 ve Lb. casei BGY yliksek direng gosteren suslar olarak
belirlenmistir. Buna karsilik, Lb. casei BG35 izolatinin pankreatin uygulamasinin 4.

saatinde canlili@in1 tamamen kaybettigi saptanmistir (Cizelge 4.7).

Safra tuzu uygulamasinin 4. saatinde, Lb. casei BH96, BH101 ve BG35’in canliliklarimi
tamamen kaybettigi saptanmustir. Lb. plantarum BH106, Lb. brevis BG14, BG15 ve BG16
ise bu siire sonunda safra tuzuna karsi yiiksek direng gosteren suslar olarak tanimlanmistir

(Cizelge 4.7).

Intestinal sistemdeki safra tuzunun fizyolojik konsantrasyonu % 0.3-0.5 arasinda
degismektedir (Begley et al. 2005). Laktik asit bakterilerinin ince bagirsak kosullarinda in
vitro direng diizeylerinin belirlendigi safra tuzu (% 0.3) ve pankreatin (pH 8.0) uygulamasi,
mikroorganizmalarin probiyotik 6zelliklerinin tanimlanmasinda kritik 6nem tasimaktadir.
(Charteris et al. 1998b, Maragkoudakis et al. 2006). Probiyotik mikroorganizmalarin safra
tuzuna diren¢ Ozelliginin, konjuge safra tuzlarinin hidrolize edilmesi suretiyle inhibitor
etkiyi azaltan safra tuzu hidrolaz (BSH) aktivitesine bagli oldugu one siiriilmektedir (Lewis
and Gorbach 1972, Stewart et al. 1986, Oh et al. 2000, Mourad and Nour-Eddine 2006).
Safra tuzuna direnc¢ Ozelligini belirleyen bir diger faktor ise, suslarin farkli membran
yapilarina sahip olmalaridir (Begley et al. 2005). Sindirim sisteminden izole edilen Lb.
acidophilus sugunun % 3 safra tuzunda gelisebildigi fakat, % 5 konsantrasyonda canliligini
yitirdigi belirlenmistir (Pinto et al. 2006). Gaytadan izole edilen Lactobacillus suslar
arasinda, % 2 konsantrasyondaki safra tuzuna farkli diizeylerde direnglilik tespit edilmistir.
Bu calismada, Lb. brevis ve Lb. plantarum’un safra tuzu uygulamasina en dayanikli suslar
oldugu belirlenmistir (Delgado et al. 2007). Bebek gaytasindan izole edilen laktik asit
bakterilerinden % 43’iliniin, % 0.4 safra tuzu konsantrasyonunda, canliliklarini
stirdiirdiikleri ve Lb. fermentum ile Lb. plantarum’un en direncli suslar oldugu saptanmistir

(Khalil et al. 2007). Siit iiriinlerinden izole edilen Lactobacillus suslarinda, pH 8.0’de
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yiiriitilen pankreatin uygulamasinda canlilik kaybi olmadigt tespit edilmistir

(Maragkoudakis et al. 2006).

Calisma kapsaminda incelenen bakteriyosin treticisi laktik asit bakterilerinden; Lb. casei
BH96 ve BH101 safra tuzu, Lb. casei BG35 ise pankreatin ve safra tuzu uygulamasina kars1
hassasiyet gosterdigi i¢in, probiyotik kriterlerine uygun olmadiklari saptanmistir. Diger
suslarin pankreatin ve safra tuzu uygulamalarina direng diizeyleri, probiyotik kullanimi i¢in

belirtilen sinirlar igerisinde bulunmustur.
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Cizelge 4.7 Laktik asit suglarinin pankreatin ve safra tuzuna kars1 direng diizeyleri

Laktik Asit Pankreatin (1mg/mL) Safra Tuzu (% 0.3)
Bakterileri Kontrol Pankreatin % Gelisme Kontrol Safra Tuzu % Gelisme
(log kob/ml) (log kob/ml) (4. saat) (log kob/ml) (log kob/ml) (4. saat)

Lb. casei BH96 8.25 8.32 >100 8.51 - 0.00
Lb. casei BH97 8.7 8.35 95.97 8.54 7.76 90.86
Lb. casei BH100 8.3 8.58 >100 8.52 6.30 73.94
Lb. casei BH101 7.87 7.95 >100 8.47 - 0.00
Lb. plantarum BH102 8.8 9.32 >100 9.49 9.15 96.41
P. pentosaceus BH105 8.96 9.22 >100 8.96 7.48 93.48
Lb.plantarum BH106 8.92 8.86 99.32 8.2 8.97 >100
Lb. brevis BG8 8.61 8.9 >100 9.11 8.08 88.69
Lb. casei BG9 8.85 9.02 >100 9.42 8.34 88.53
P. pentosaceus BG10 9.1 9.11 >100 9.16 8.64 94.32
Lb. brevis BG11 9.19 9.14 99.45 9.34 8.56 91.64
Lb. brevis BG12 9.25 9.20 99.45 9.40 8.57 91.17
Lb. brevis BG13 8.85 8.96 >100 9.31 8.78 94.30
Lb. brevis BG14 9.14 9.09 99.45 8.98 8.87 98.77




Cizelge 4.7 Laktik asit suglarinin pankreatin ve safra tuzuna kars1 direng diizeyleri (devam)
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Laktik Asit Pankreatin (1mg/mL) Safra Tuzu (% 0.3)
Bakterileri Kontrol Pankreatin % Gelisme Kontrol Safra Tuzu % Gelisme
(log kob/ml) (log kob/ml) (4. saat) (log kob/ml) (log kob/ml) (4. saat)

Lb. brevis BG15 8.77 8.74 99.65 8.63 9.26 >100
Lb. brevis BG16 9.06 8.75 96.57 9.08 9.14 >100
P. pentosaceus BG17 8.73 8.89 >100 9.14 8.81 96.38
Lb. brevis BG18 9.06 8.80 97.13 8.89 8.34 93.81
Lb. brevis BG19 8.78 8.68 98.86 9.1 8.3 91.20
Lb. plantarum BG28 8.94 9.04 >100 9.14 7.6 83.15
Lb. plantarum BG29 8.9 9.09 >100 9.14 7.38 80.74
Lb. plantarum BG30 8.91 9.09 >100 9.04 7.30 80.75
Lb. plantarum BG31 8.89 8.84 99.43 9.21 7.30 79.26
Lb. plantarum BG32 8.76 9.23 >100 9.17 7.90 86.15
Lb. plantarum BG33 8.45 8.40 99.40 8.45 6.93 82.01
Lb. plantarum BG34 8.34 8.09 97.00 7.56 7.34 97.08
Lb. casei BG35 8.45 - 0.00 7.22 - 0,00

Lb. casei BG36 8.38 8.38 100 7.72 7.38 95.59




4.3.2 Hemolitik aktivite

Calisma kapsaminda kontrol suslart olarak kullamilan E. coli LMG3083 (ETEC)’nin
bulundugu ortamlarda kolonilerin etrafinda parlak-yesil zon (a-hemolitik) olusurken,
Staphylococcus aureus ATCC6538’un gelistigi ortamda, kolonilerin etrafinda berrak zon
(B-hemolitik) meydana geldigi tespit edilmistir. Aynm1 ortamda gelistirilen bakteriyosin
iireticisi laktik asit bakterileri kolonilerinin etrafinda ise zon olusumu gozlenmemistir (y-

hemolitik) (Sekil 4.8).

Probiyotik mikroorganizmalarin se¢iminde, hemolitik aktivitenin belirlenmesi énemli bir
kriterdir. Probiyotik olarak kullanim potansiyeli olan mikroorganizmalarin, hemolize neden
olmayan y-hemolitik suslar olmasi1 gerekmektedir (Maragkoudakis et al. 2006, Mourad and
Nour-Eddine 2006). Calismamizda elde edilen veriler, suslarin hemolitik aktivitelerinin

probiyotik olarak kullanimi agisindan bir sorun teskil etmeyecegini géstermektedir.
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Sekil 4.8 Insan ve gida kaynakli laktik asit bakterilerinin hemolitik aktiviteleri

4.3.3 Suslarin antibiyotik duyarhlk diizeyleri

Hiicre duvar1 sentezini inhibe eden penisilin grubu antibiyotiklere karsi, insan kaynakli
suslarin tiimiiniin duyarli oldugu tespit edilmistir. Gida kaynakli suslardan Lb. plantarum
BG28, BG31, BG32 ve Lb. casei BG36 disindaki suslar penisiline kars1 direngli; Lb. brevis
BG14, BG18 ve P. pentosaceus BG17 disindaki suslar ise amfisiline kars1 duyarl suslar
olarak belirlenmistir. Lb. brevis BGI1S, P. pentosaceus BG17, Lb. plantarum BG30

disindaki suslar amfisilin/sulbaktam’a kars1 hassas ya da yar1 hassas olarak tespit edilmistir.
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Insan ve gida kaynakli tiim suslar metisiline ve sefalosporin grubu antibiyotiklerden
seftazidime karsi; Lb. casei BH100 , P. pentosaceus BG10, Lb. plantarum BH102 ve BG31
hari¢ diger suslar sefazoline; Lb. casei BH96, BG13 ve BG35, Lb. plantarum BG29, BG30
ve BG33, P.pentosaceus BG17 seftriaksona; P. pentosaceus BH105 ve BG17, Lb. casei
BGY9, BG13, BG35 ve BG36, Lb. plantarum BG29, BG30, BG32, BG33 ve BG34 ise
sefaklora karsi direncli bulunmustur. Denenen biitiin suglar karbopenem grubu
antibiyotiklerden imipeneme direncli iken, Lb. plantarum BG33 ve Lb. casei BG35 ve
BG36 disindaki suslarin meropeneme karsi duyarli oldugu belirlenmistir. Polipeptit grubu
antibiyotiklerden vankomisin ve basitrasin direnglilik, denenen biitiin suslarda saptanmigtir

(Cizelge 4.8 ve Sekil 4.9).

Antibiyotik duyarlilik ¢alismalarinda, Lb. rhamnosus HNOO1 ve HNO67, Lb. acidophilus
HNO17, penisilin ve amfisiline duyarl suslar olarak tespit edilmistir (Zhou et al. 2005).
Buna karsin, Lb. plantarum, Lb. pentosaceus’un penisiline degisik diizeylerde direng
gosterdikleri saptanmistir (Temmerman et al. 2002, Kastner et al. 2006). Calismamizda,
fermente gidalardan ve insan gaytasindan izole edilerek tanimlanan suslarin penisilin grubu
antibiyotiklere karsi duyarliliklari, literatiir verileri ile paralellik gostermektedir. Cesitli
calismalarda, laktik asit bakterilerinin vankomisine karst direncli olduklar1 saptanmistir
(Charteris et al. 1998a, Temmerman et al. 2002, Zhou et al. 2005, Kastner et al. 2006,
Maragkoudakis et al. 2006). Vankomisin, ¢oklu ilag¢ direnci tasiyan patojenlerin neden
oldugu klinik enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan bir antibiyotiktir. Laktik asit
bakterilerinde vankomisin direncinin yatay gen transferi yolu ile aktarilmayan, kromozom

kodlu bir 6zellik oldugu tespit edilmistir (Zhou et al. 2005, Klare et al. 2007).

Protein sentezi inhibitorii aminoglikozid grubu iiyeleri amikasin, gentamisin, kanamisin ve
streptomisin’e karsi denenen tiim suslarin direng¢ gosterdikleri, spektinomisine karsi ise Lb.
casei BH97, B100, B101 ve BG36, Lb. plantarum BG28, BG30 ve BG31’in degisik
diizeylerde duyarlilik icerdigi tespit edilmistir. Lb. casei BH96, BH97, BH100, BH101,
BGY ve BG36 tetrasikline hassas, Lb. plantarum BH102 ve BH106, Lb. brevis BG8, BG12

ve BG15, Lb. casei BG13 ve BG35 ise yar1 hassas suslar olarak tanimlanmistir. Lb. casei
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BG35 disindaki suslar kloromfenikole degisik diizeylerde duyarlilik gostermistir. P.
pentosaceus BH105 disindaki tiim suslar eritromisine karsi duyarli bulunmustur. Lb.
plantarum BH102, P. pentosaceus BH105 ve BG10, Lb. plantarum BH106, BG30 ve
BG33 azitromisine direngli suslar olarak tanimlanmistir. Lb. plantarum BH102, BH106,
BG29, BG32, BG33 ve BG34’ln ise klindamisine karst direngli oldugu bulunmustur
(Cizelge 4.8 ve Sekil 4.9).

Degisik calismalarda, tetrasiklin ve klindamisine karst Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb.
fermentum ve Lb. rhamnosus suslarmin duyarli (Charteris et al. 1998a, Temmerman et al.
2002, Choi et al. 2003) ancak, etten izole edilen P. pentosaceus susunun direngli oldugu
saptanmistir (Kastner et al. 2006). Probiyotik Lb. rhamnosus HNOO1 ve HNO67, Lb.
acidophilus HNO17 suslari; gentamisin, kanamisin, neomisin ve streptomisine karsi direngli
fakat, eritromisine karsi duyarli olarak tespit edilmistir (Zhou et al. 2005). Calismamizda
literatiir verilerinden farkli olarak, P. pentosaceus BH105 susu klindamisine duyarli,

eritromisine ise direngli olarak saptanmustir.

Niikleik asit sentezini inhibe eden III. grup antibiyotiklerden sulfadiazine kars1 tiim suslar
direncli olarak tespit edilmistir. Diger yandan Lb. plantarum BH102, BG30, BG33 ve
BG34, P. pentosaceus BH105, BG10 ve BG17 disindaki suslar rifampisine kars1 duyarh
bulunmustur. Insan kaynakli suslardan Lb. plantarum BH102 ve BH106 disindakilerin
trimethoprin’e karsi1 direncgli; gida kaynakli suslardan Lb. casei BG9, BG13, BG35 ve
BG36, P. pentosaceus BG10 ve BG17 disindakilerin ise hassas oldugu saptanmistir
(Cizelge 4.8).

Niikleik asit sentezi inhibitorlerine karsi laktik asit bakterilerinin duyarliliklari, 6zellikle
rifampisine karsi oldukca yiiksek bulunmustur (Charteris et al. 1998a, Choi et al. 2003,
Zhou et al. 2005, Kastner et al. 2006). Tirkiye kokenli suslardaki yiiksek siilfatiozol
direnci, ayiric1 bir 6zellik olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum biiyiik olasilikla hayvan

saglig1 veya gida korumada kontrolsiiz antibiyotik kullanimindan kaynaklanmaktadir.
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Son yillarda bakterilerde antibiyotik direncinin artmasi, ciddi bir saglik sorunu haline
gelmistir (Kastner et al. 2006). Insan ve hayvan gayta &rnekleri ve fermente gidalardan
izole edilen; Staphylococus, Enterococcus ve laktik asit bakterileri gibi normal intestinal
flora {iiyesi olan mikroorganizmalarda da antibiyotik diren¢ genlerinin bulundugu
belirlenmistir (Florez et al. 2005, Klare et al. 2007). Laktik asit bakterilerindeki antibiyotik
direng genleri; genellikle aktarimi yapilmayan, dogal dire¢ genleridir. Bununla beraber; Lb.
fermentum, Lb. plantarum ve Lb. reuteri gibi bazi laktik asit bakterilerinin, plazmid kodlu
ve yatay gen transferi yolu ile aktarilabilen antibiyotik dire¢ genlerini tasiyabildikleri
belirlenmistir (Fons et al. 1997, Zhou et al. 2005). Antibiyotik diren¢ genlerini tasiyan
probiyotik mikroorganizmalarin tiiketimi, yatay gen transferi ile bu genlerin bagirsakta
bulunan diger mikroorganizmalara aktarimina ve antibiyotik direngli patojen bakterilerin
gelisimine neden olabileceginden (Saarela et al. 2000, Zhou et al. 2005), insan veya hayvan
tilketimi i¢in tasarlanan probiyotik iriinlerde, antibiyotik diren¢ plazmidlerini tasiyan
mikroorganizmalar kullanilmamaktadir (Saarela et al. 2000, Hummel et al. 2007). Tirkiye
kokenli suslarda, 6zellikle sagaltimda kullanilan antibiyotikler i¢in direnglilik diizeylerinin
literatiir verilerinden yiliksek bulunmasi, bu anlamda olumsuz bir durum yaratmaktadir.
Ancak, s6z konusu direnglilik o6zelliklerinin genellikle yatay gen transferi yetenegi
igermemesi, kullamim riskini diisliren ana husustur. Bu nedenle, arastirilan suslarda

antibiyotik diren¢ genlerinin molekiiler analizleri yapilmalidir.
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Cizelge 4.8 Insan ve gida kaynakli laktik asit bakterilerinin antibiyotik duyarliliklar:

. Antibiyotik”
Bakteri
PEN AMP SAM MET CFZ CAZ CRO CEC MEM IPM VAN
Lb. casei BH96 S™ S R R R R S S R

Lb. casei BH97

Lb. casei BH100

Lb. casei BH101

Lb. plantarum BH102
P.pentosaceus BH105
Lb.plantarum BH106
Lb. brevis BG8

Lb. casei BG9
P.pentosaceusBG10
Lb. brevis BG11

Lb. brevis BG12

Lb. casei BG13

Lb. brevis BG14

Lb. brevis BG15

Lb. brevis BG16
P.pentosaceu BG17
Lb. brevis BG18

Lb. brevis BG19

Lb. plantarumBG28
Lb. plantarumBG29
Lb.plantarum BG30
Lb.plantarum BG31
Lb.plantarum BG32
Lb.plantarum BG33
Lb.plantarum BG34
Lb. casei BG35

Lb. casei BG36
Staphylococcus
aureus ATCC6538
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T MU N~ NI~ NI NN~ —~NN—~®N®NRNNAN
T unununn™ununnnxTauR"nnnn—~nnnnonononon
A AR RAAAAAAIAAARIAA A A IR AIAAAAIARIRIA
A AR AAA~R A A A AR AAAI IR A I InA R ~F
A AR AAAARAAAIA AR AAAIAAIARAAAIAIAIA AR IR
A L B -V B B - R B I R R R R R I B R
X "I I I I I AR nn~"nn—~%"nnTn—~nonun
O "B NN~ NN UNUNNNA—~ NN NN N
TN N NN N NN LAANNNNANDNNNNLNANN NANNNN NN
A AR RAAAAAAAA I AA A AR RIAAAIARIRITR

* : 1. Grup Antibiyotikler: PEN: Penisilin, AMP: Amfisilin, SAM: Amfisilin-Sulbaktam, MET: Metisilin,
CFZ: Sefazolin, CAZ: Seftazidime, CRO: Seftriakson, CEC: Sefaklor, MEM: Meropenem,
IPM: Imipenem, VAN: Vankomisin, B: Basitrasin

** 1 (S: Hassas, I: Yar1 Hassas, R: Direngli)
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Cizelge 4.8 Insan ve gida kaynakli laktik asit bakterilerinin antibiyotik duyarliliklari (devam)

Bakteri

Antibiyotik’

AMK GEN KAN

STR

SPT

TE

CHL

ERY AZM

CLI

Lb. casei BH96

Lb. casei BH97

Lb. casei BH100

Lb. casei BH101

Lb plantarum BH102

P.pentosaceus BH105

Lb.plantarum BH106

Lb. brevis BG8

Lb. casei BG9

P. pentosaceus BG10

Lb. brevis BG11

Lb. brevis BG12

Lb. casei BG13

Lb. brevis BG14

Lb. brevis BG15

Lb. brevis BG16

P. pentosaceus BG17

Lb. brevis BG18

Lb. brevis BG19

Lb. plantarum BG28

Lb. plantarum BG29

Lb. plantarum BG30

Lb. plantarum BG31

Lb. plantarum BG32

Lb. plantarum BG33

Lb. plantarum BG34

Lb. casei BG35

Lb. casei BG36

Staphylococcus

aureus ATCC6538

=
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—A A AP I I A RIARIAIAAITAIRIAIOADAA A~ ~ X

=
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=
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=

* 1 2. Grup Antibiyotikler: AMK: Amikasin, GEN: Gentamisin, KAN: Kanamisin, STR: Streptomisin,
SPT: Spektinomisin, TE: Tetrasiklin, CHL: Kloromfenikol, ERY: Eritromisin, AZM: Azitromisin,

CLI: Klindamisin
*% 1 (S: Hassas, I: Yar1 Hassas, R: Direngli)
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Cizelge 4.8 Insan ve gida kaynakli laktik asit bakterilerinin antibiyotik duyarliliklar1 (devam)

Bakteri Antibiyotik”
SD TMP RIF

Lb. casei BH96

Lb. casei BH97

Lb. casei BH100

Lb. casei BH101

Lb. plantarum BH102
P. pentosaceus BH105
Lb.plantarum BH106
Lb. brevis BG8

Lb. casei BG9

P. pentosaceus BG10
Lb. brevis BG11

Lb. brevis BG12

Lb. casei BG13

Lb. brevis BG14

Lb. brevis BG15

Lb. brevis BG16

P. pentosaceus BG17
Lb. brevis BG18

Lb. brevis BG19

Lb. plantarum BG28
Lb. plantarum BG29
Lb. plantarum BG30
Lb. plantarum BG31
Lb. plantarum BG32
Lb. plantarum BG33
Lb. plantarum BG34
Lb. casei BG35

Lb. casei BG36

Staphylococcus aureus
ATCC6538

AR AAIAAAN A AR A A AR AN AR A AR I AN AR A
TR T wnIurnn—nnunndnnndurnnITunnxn xR

* : 3. Grup Antibiyotikler: SD: Sulfadiazine, TMP: Trimethoprin, RIF: Rifampisin
** 1 (S: Hassas, I: Yar1 Hassas, R: Direngli)
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Sekil 4.9 Insan ve gida kaynakli laktik asit bakterilerinin antibiyotik duyarliliklart

4.4 Suslarinin Bakteriyosin Uretim Yeteneklerinin Belirlenmesi
4.4.1 Suslarin antimikrobiyel aktivite spektrumunun belirlenmesi
Insan ve fermente gida &rneklerinden izole edilen laktik asit bakterierinin antimikrobiyel

madde iiretim yetenegi, 21 farkli indikator bakteriye karsi, agar noktalama (van Belkum et

al. 1989) ve kuyu difiizyon testleri kullanilarak belirlenmistir.
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Agar noktalama testi sonucunda; Lactobacillus sake, Micrococcus luteus, Escherichia coli
LMG3083 (ETEC), Escherichia coli ATCC19115, Bacillus subtilis ve Salmonella enterica
serotype Typhimurium SL1344; tiim suslarin irettigi antimikrobiyel maddelere karsi
duyarli bulunmustur. Staphylococcus aureus ATCC6538 yalmiz BG10 ve BGI12;
Lactobacillus plantarum LMG2003, BH102 ve BH106; Enterococcus fecalis LMG2708,
BH96, BG8, BG16, BG35 ve BG36; Listeria innocua ise BH101, BG10, BG12, BG16,
BG17 ve BG35’in irettigi antimikrobiyel maddelere karsi direngli olarak saptanmustir.
Lactobacillus rhamnosus ve Bifidobacterium longum higbir susun iirettigi antimikrobiyel
maddeden etkilenmezken; Lactobacillus curvatus’un yalmz BG19, BG31 ve BG33
suslarmin iirettigi antimikrobiyel maddelere karst duyarli oldugu tespit edilmistir. Diger
indikator bakteriler i¢in, iiretici suslara karsit degisik duyarlilik diizeyleri belirlenmistir.
Agar noktalama testinde E. coli ve S. Typhimurium suglari, tim denenen suslara karsi

duyarli bulunmustur (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.10).

Kuyu diflizyon testi sonuglarina gore; Listeria innocua, Enterococcus fecalis LMG2708,
Lactobacillus plantarum LMG2003, Lactobacillus sake NCDO2714, Lactococcus lactis
JC17 ve Pediococcus pentosaceus FBB611°in, Lb. plantarum BG33 ve P. pentosaceus
BH105’in {irettigi antimikrobiyel maddelere karsi duyarli olduklar1 saptanmistir. Lb.
plantarum LMG2003 ve  Lb. sake NCDO2714 ise; Lb. brevis BG8, BG11, BG12, BG14,
BG15, BGl16, BGI18, BG19 ve P. pentosaceus BG10 ve BG17 suslarinin rettigi
antimikrobiyel maddelere karsi duyarlt bulunmustur (Cizelge 4.10 ve Sekil 4.11). Kuyu
diflizyon testinde silipernatan nétralize edildiginden ve metabolitlerin diisiik diizeyde
iiretilmesinden dolayi, agar diflizyon testi benzeri inhibisyon aktivitelerinin tanimlanmasi
miimkiin olmamaktadir. Iki test uygulamasindan alinan sonuglarin farkliligi bu nedenden
kaynaklanmaktadir. Calisma  kapsaminda  bakteriyosin  iiretici  suslarin  tespiti
hedeflendiginden, oncelikle ortama salinan antimikrobiyel metabolitlerin protein dogasinda

olup olmadigi, enzim uygulamalarmma verdikleri yanitlar incelenerek arastirilmistir.
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Cizelge 4.9 Laktik asit bakterilerinin antibakteriyel etkinligi (agar noktalama testi)

Test Edilen Suslar in Inhibisyon Zon Cap1 (mm)

Indikatér Bakteriler
BH96 BHY97 BH100 BH101 BH102 BH105 BH106 BG8 BGY BG10 BGl11 BGl12 BG13 BGIl14

Bacillus subtilis 13 20 40 11 21 30 27 15 30 20 8 20 21 17
Listeria monocytogenes ATCC15813 9 8 7 9 10 - 8 - - - - - 10 -
Listeria innocua 8 8 4 - 6 16 7 4 6 - 4 - 6 4
Micrococcus luteus 16 18 8 8 4 4 18 12 18 4 14 8 10 19
Staphylococcus aureus ATCC6538 40 22 20 28 28 22 22 10 20 - 12 - 24 10
Enterecoccus fecalis LMG2708 - 7 16 17 10 19 15 - 9 16 10 8 8 9
Lactobacillus plantarum LMG2003 11 10 16 15 - 15 - 10 7 8 8 9 8 7
Lactobacillus sake NCDO2714 7 7 15 15 9 22 14 13 9 11 14 13 9 13
Lactococcus lactis JC17 4 5 - - 4 5 6 - 7 - - - 4 4
Lactobacillus curvatus - - - - - - - - - - - - - -
Lactobacillus rhamnasus - - - - - - - - - - - - - -
Bifidobacterium longum - - - - - - - - - - - - - -
Lactococcus lactis 11.1403 6 5 5 - 8 7 - - 5 - 6 - - -
Lactococcus lactis STK83 - - 9 13 10 8 9 - 8 7 - - - -
Escherichia coli LMG3083 (ETEC) 6 6 8 6 11 10 8 8 8 7 6 5 6 12
Salmonella Typhimurium SL1344 6 8 8 6 12 10 14 4 8 4 6 9 5 11
Bacillus cereus FM1 - - - - 10 6 6 - 9 - - - - -
Listeria monocytogenes ATCC25295 18 12 12 8 8 6 12 - 10 - - - - -
Escherichia coli ATCC25295 10 10 12 11 10 12 8 8 7 12 10 12 10 8
Staphylococcus aureus FRI100 - - - - 10 6 6 - 8 - - - - -

Pediococcus pentosaceus FBB611 - - - - - 20 8 - - - - - - -




001

Cizelge 4.9 Laktik asit bakterilerinin antibakteriyel etkinligi (agar noktalama testi) (devam)

Test Edilen Suslarin inhibisyon Zon Cap1 (mm)

Indikator Bakteriler BGI5 BGl6 BG17 BGIS BGI9 BG2S BG29 BG30 BG31 BG32 BG33 BG34 BG35 BG36
Bacillus subtilis 14 16 30 17 14 17 20 25 32 30 23 23 11 16
Listeria monocytogenes ATCC15813 - - 5 10 10 - - 10 7 9 13 9 8 10
Listeria innocua 4 - - 4 4 7 10 6 5 6 6 6 - 5
Micrococcus luteus 16 22 5 16 20 20 16 16 20 18 16 20 18 18
Staphylococcus aureus ATCC6538 10 14 16 18 13 20 20 20 17 14 25 17 26 18
Enterecoccus fecalis LMG2708 10 - 10 8 8 10 10 10 8 9 9 9 - -
Lactobacillus plantarum LMG2003 5 11 6 10 8 13 11 9 8 9 8 9 15 9
Lactobacillus sake NCDO2714 12 13 9 10 11 16 15 12 13 16 10 14 9 9
Lactococcus lactis JC17 - - - - - 5 4 5 4 4 4 - - -
Lactobacillus curvatus - - - - 5 - - - 6 - 6 - - -
Lactobacillus rhamnasus - - - - - - - - - - - - - -
Bifidobacterium longum - - - - - - - - - - - - - -
Lactococcus lactis 111403 5 6 10 6 - 6 9 8 11 10 11 10 - -
Lactococcus lactis STK83 - - 11 8 7 8 - - 9 9 9 10 - -
Escherichia coli LMG3083 (ETEC) 8 8 5 7 7 8 8 6 6 8 6 6 4 4
Salmonella Typhimurium SL1344 8 8 4 4 4 8 10 6 7 6 8 6 5 7
Bacillus cereus FM1 - - - - - 8 10 8 10 10 - - - -
Listeria monocytogenes ATCC25295 - - - - - 6 8 10 6 6 5 14 6 6
Escherichia coli ATCC25295 12 10 10 8 6 8 8 10 12 12 8 6 11 12
Staphylococcus aureus FRI100 - - - - - 6 - - 12 10 6 8 - 8
Pediococcus pentosaceus FBB611 - - - - - 8 8 8 6 8 20 6 - -




Sekil 4.10 Suslarin antibakteriyel etkinligi (agar noktalama testi)
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Cizelge 4.10 Laktik asit bakterilerinin antibakteriyel etkinligi (kuyu difiizyon testi)

. Test Edil 1 Inhibi Z
indikator Bakteriler est Edilen Suslarin Inhibisyon Zon Cap1 (mm)

BH96 BHY97 BH100 BH101 BH102 BH105 BH106 BG8 BG9 BG10 BGl11 BGI12 BG13 BGIl4

01

Bacillus subtilis - - - - - - - - - - - - . R
Listeria monocytogenes ATCC15813 - - - - - - - - - - - - ;

Listeria innocua - - - - - 8 - - - - - - - R

Micrococcus luteus - - - - - - - - - - - - - _

Staphylococcus aureus ATCC6538 - - - - - - - - - - - -

Enterococcus fecalis LMG2708 - - - - - 8 - - - - - - - -
Lactobacillus plantarum LMG2003 - - - - - 12 - 4 - 6 6 4 - 8
Lactobacillus sake NCDO2714 - - - - - 10 - 4 - 8 8 8 - 8
Lactococcus lactis JC17 - - - - - 8 - - - - - - - -

Lactobacillus curvatus - - - - - - - - - - - - - -
Lactobacillus rhamnasus - - - - - - - - - - - - - -
Bifidobacterium longum - - - - - - - - - - - - - -
Lactococcus lactis 111403 - - - - - - - - - - - - - -
Lactococcus lactis SIK83 - - - - - - - - - - - - - -
Escherichia coli LMG3083 (ETEC) - - - - - - - - - - - - - ;
Salmonella Typhimurium SL1344 - - - - - - - - - - - - - -
Bacillus cereus FM1 - - - - - - - - - - - - - -
Listeria monocytogenes ATCC25295 - - - - - - - - - - - - - -
Escherichia coli ATCC25295 - - - - - - - - - - - - - -
Staphylococcus aureus FRI100 - - - - - - - - - - - - - -

Pediococcus pentosaceus FBB611 - - - - - 8 - - - - - - - -




Cizelge 4.10 Laktik asit bakterilerinin antibakteriyel etkinligi (kuyu diflizyon testi) (devam)

. Test Edil lar 1n Inhibisyon Z
indikator Bakteriler est Edilen Suslar 1n Inhibisyon Zon Capi(mm)

BG15 BG16 BG17 BG18 BG19 BG28 BG29 BG30 BG31 BG32 BG33 BG34 BG35 BG36

€0l

Bacillus subtilis - - - - - - - - - - - - - -
Listeria monocytogenes ATCC15813 - - - - - - - - - - - - - -
Listeria innocua - - - - - - - - - - 8 - - -
Micrococcus luteus - - - - - - - - - - - - - -

Staphylococcus aureus ATCC6538 - - - - - - - - -

Enterococcus fecalis LMG2708 - - - - - - - - - - 6 - - -
Lactobacillus plantarum LMG2003 10 8 8 8 8 - - - - - 10 4 - -
Lactobacillus sake NCDO2714 8 6 8 10 7 - - - - - 10 - - -
Lactococcus lactis JC17 - - - - - - - - - - 6 - - -

Lactobacillus curvatus - - - - - - - - - - - - - -
Lactobacillus rhamnasus - - - - - - - - - - - - - -
Bifidobacterium longum - - - - - - - - - - - - - -
Lactococcus lactis 111403 - - - - - - - - - - - - - -
Lactococcus lactis SIK83 - - - - - - - - - - - - - -
Escherichia coli LMG3083 (ETEC) - - - - - - - - - - - - - -
Salmonella Typhimurium SL1344 - - - - - - - - - - - - - -
Bacillus cereus FM1 - - - - - - - - - - - - - -

Listeria monocytogenes
ATCC25295

Escherichia coli ATCC25295 - - - - - - - - - - - - - -
Staphylococcus aureus FRI100 - - - - - - - - - - - - - -

Pediococcus pentosaceus FBB611 - - - - - - - - - - 6 - - -




Lb. plantarum Listeria innocua

) Pediococcus pentosaceus
Pediococcus

pentosaceus

Sekil 4.11 Suslarin antibakteriyel etkinligi (kuyu diflizyon testi)
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4.4.2 Bakteriyosin iireticisi suslarin tanisi

Incelenen suslarin antimikrobiyel aktivite gdsteren metabolitleri iizerine proteinaz-K,
tripsin ve katalaz uygulamasi sonuclar1 Sekil 4.12 ve Cizelge 4.11°de verilmistir. Lb. casei
BG13 ve Lb. brevis BG16 disindaki tiim suslarin antimikrobiyel 6zellikteki metabolitleri
izerine proteinaz-K ve tripsin’in etki gosterdigi tespit edilmistir. Lb. brevis BG14, Lb.
casei BH96, BH97, BH100, BG35 ve BG36’nin antimikrobiyel aktiviteye sahip

metabolitleri lizerinde katalazin etki gosterdigi saptanmuistir.

pH 7°de ve katalaz uygulamasi sonucu kuyucuklar etrafinda zon izlenmesi, antimikrobiyel
aktivitenin asitlikten veya hidrojen peroksitin etkisinden kaynaklanmadigini; buna karsilik
proteinaz-K  ve proteinaz-K/katalaz uygulamasi sonucu zonlarin izlenmemesi,
antimikrobiyel 0Ozellikteki maddenin protein dogasinda oldugunu kesin bir sekilde
gostermektedir. Buna gore P. pentosaceus BH105, BG10 ve BG17; Lb. brevis BG8, BG11,
BG12, BGl4, BGI15, BGl6, BG18 ve BGI19; Lb. plantarum BG33 ve BG34’iin
antimikrobiyel aktivite gdsteren metabolitlerinin protein dogasinda bakteriyosinler oldugu
belirlenmistir. Sonuglar Lb. plantarum’un indikator sus olarak kullanildigi ¢alismaya gore

degerlendirilmistir (Cizelge 4.12 ve Sekil 4.13).

Antimikrobiyel aktiviteye sahip suslarin biiylik ¢ogunlugunda bu inhibitér aktivitenin
bakteriyosin iretiminden kaynaklandigimin tespiti, s6z konusu metabolitlerin bakteriler
tarafindan yaygin bir sekilde tiretildigi goriisiinii desteklemektedir. Bilim diinyasinda genel
bir kabul goren bu goriise gore, dogada tiim bakterilerin en az bir bakteriyosin tirettigi ileri

stiriilmektedir (Klaenhammer 1993, Klaenhammer et al. 1995, Hernandez et al. 2005).

Calisma kapsaminda bakteriyosin iireticisi olduklar1 tespit edilen suslardan, probiyotik
ozellikleri ve genis antimikrobiyel etki spektrumu bakimindan 6ne ¢ikan P. pentosaceus
BHI105, Lb. brevis BGI18 ve Lb. plantarum BG33 suslart ileri bakteriyosin

karakterizasyonu ve Caco-2 hiicrelerine tutunma denemeleri i¢in secilmistir.
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Cizelge 4.11 Suslarin antimikrobiyel aktivitesi lizerine proteinaz-K, tripsin ve katalazin
etkisi

Suslar Proteinaz-K Tripsin Katalaz

BH96 + + +
BH97
BH100
BH101
BH102
BH105
BH106
BG38
BGY9
BG10
BG11
BG12
BG13
BG14
BG15
BG16
BG17
BG18
BG19
BG28
BG29
BG30
BG31
BG32
BG33
BG34
BG35
BG36

+

+

+ 4+ 4+ + + + + + + 4+ 4+

+

+
+ o+ + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
1

+ 4+ + + + + + + + + o+ 4+
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BG31

kontrol

proteinaz-K

proteinaz-K
tripsin

tripsin

katalaz
katalaz

BG32

kontrol kontrol

proteinaz-K proteinaz-K

tripsin sl

katalaz katalaz

Sekil 4.12 Suslarin antimikrobiyel aktivitesi iizerine proteinaz-K, tripsin ve katalazin etkisi
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Cizelge 4.12 Suslarin antibakteriyel aktivitesi lizerine enzimlerin etkisi

Kuyu Difiizyon

Damlatma

Kontrol

Notralize Not. PrtK Not. Ktlz

Not. PrtK
Ktlz

Kontrol

Notralize

Not.

Not. PrtK

PrtK Not. Ktlz Kitlz

BH96 -
BH97 -
BH100 -
BH101 -
BH102
BH105
BH106
BGS8
BG9
BG10
BG11
BG12
BG13
BG14

4+

+

+ 4+ 4+ v 4+ 0 4+

+

4+ o

+

T T S

+

+ 4+ 4+ v 4+ 0 4+

+

o+ o
1 1 1

+
1

Indikatér Sus: Lb. plantarum
PrtK: Proteinaz K

N6t : Notralize

Ktlz : Katalaz
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Cizelge 4.12 Suslarin antibakteriyel aktiviteleri lizerine enzimlerin etkisi (devam)

Kuyu Difiizyon

Damlatma

Kontrol

Notralize Not. PrtK  Not. Ktlz

Not. PrtK
Ktlz

Kontrol

Notralize

Not.

Not. PrtK

PrtK Not. Ktlz Kilz

BG15 +
BG16
BG17
BG18
BG19
BG28 -
BG29 -
BG30 -
BG31 -
BG32 -
BG33 +
BG34 +
BG35 -
BG36 -

Indikator Sus: Lb. plantarum
PrtK: Proteinaz K

Not : Notralize

Ktlz : Katalaz



nétralize nétralize

kontrol kontrol

prikiktlz

roteinaz-K
P proteinaz-K

katalaz katalaz

notralize nétralize

kontrol kontrol

prikiktiz

proteinaz-K

proteinaz-K

katalaz

Sekil 4.13 Suslarin antibakteriyel aktivitesi lizerine enzimlerin etkisi
4.4.3 Bakteriyosin aktivitesi iizerine pH, sicaklik ve enzim uygulamalarinin etkisi
P. pentosaceus BH105 susunun kiiltiir iist sivisinda kritik diliisyon yontemi kullanilarak

yiiriitiilen testler sonucunda, iiretilen bakteriyosinin aktivitesi 1600 AU/mL olarak

belirlenmistir. Enzim uygulamalarinda P. pentosaceus BHI105 susunun iirettigi
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bakteriyosinin; proteinaz-K, o-kemotripsin ve pepsin tarafindan inaktive oldugu ancak,
diger enzim uygulamalarinda etkilenmedigi saptanmistir. pH denemelerinde s6z konusu
susun irettigi bakteriyosinin; pH 2.0-7.0 arasinda stabilitesini korudugu, pH 8.0-10.0
arasinda % 50 ve pH 11.0’de % 87.5 oraninda aktivite kayb1 gosterdigi belirlenmistir.
Sicaklik uygulamalarinda ise, sadece 121 °C’de 15 dakika siirdiiriilen uygulamada % 75
oraninda aktivite kayb1 meydana geldigi tespit edilmistir (Cizelge 4.13 ve Sekil 4.14).

Pediococcus tiyeleri tarafindan {retilen bakteriyosinler (pediosinler), genetik ve
biyokimyasal 6zellikleri esas alinarak degisik alt gruplara ayrilmistir. Bunlarin en bilinen
ornekleri; P. acidilactici tarafindan iiretilen AcH, PA-1, JD, SJ-1, ULS ve P. pentosaceus
tarafindan tretilen FBB-61, N5p ve ST18’dir (Bhunia et al. 1987, Cintas et al. 1995,
Albano et al. 2007, Anastasiadou et al. 2007, Millette et al. 2007). Inhibitdr aktivite
konake1 etkinligi yaninda, pH, sicaklik, ve enzim muamelelerine karsi direnci esas
alindiginda; P. pentosaceus BH105 tarafindan iiretilen bakteriyosinin, pediosinlerin genel
karakteristiklerini (Bhunia et al. 1987, Gonzales and Kunka 1987, Anastasiadou et al.
2007) gosterdigi ortaya ¢ikmaktadir. Ancak ozellikle sicaklik ve pH uygulamalarinda
tanimlanan yliksek stabilite 6zelligi, farkl1 bir bakteriyosin olabilecegine isaret etmektedir.
Insan kaynakli P. pentosaceus suslarinda bakteriyosin iiretim 6zelligi bugiine kadar yalniz
bir izolatta tamimlanmistir (Millette et al. 2007). Calismamizda tanimlanan BH105 {iretici
susu da insan kaynakli olmasma ragmen iirettigi bakteriyosin daha O6nce belirlenen P.
acidilactici MM33 bakteriyosininden, yukarida tanimlanan kriterler bakimindan farklh
bulunmustur. P. pentosaceus BH105 bakteriyosini, probiyotik 6zellik iceren insan kaynakli
Pediococcus tiyeleri igin ise yeni bir bulgudur. Konak¢1 bagirsak sistemlerinde yiiksek
diizeyde yarismaci bir floranin varligt goéz oOniinde bulundurulur ise, BH105 susunun

icerdigi bakteriyosin iiretim 6zelliginin biiyiik bir 6nem tasidigi ortaya ¢ikmaktadir.
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Cizelge 4.13 Bakteriyosin aktivitesi lizerine degisik enzim, sicaklik ve pH uygulamalarinin

etkisi
Uygulama Aktivite (AU/mL)
BH105 BG18 BG33

Kontrol 1600 800 400
Enzimler

Tripsin (Sigma, No. T-8658) 1600 - -
a-kemotripsin(Sigma, No. C-7762) - - -
Proteinaz-K (Sigma, No. P-6556) - - -
Pepsin (Sigma, No. P-6887) - - -
a-Amilaz (Sigma, No. A6380) 1600 200 -
Lipaz (Sigma, No. L-1754) 1600 200 200
Katalaz (Sigma, No. C-3515) 1600 800 400
Lizozim (Sigma, No. L-6876) 1600 800 400
Sicakhik

80 °C’de 5 dk 1600 800 200
80 °C’de 10 dk 1600 800 200
80 °C’de 15 dk 1600 800 200
90 °C’de 5 dk 1600 800 200
90 °C’de 10 dk 1600 800 200
90 °C’de 15 dk 1600 800 200
100 °C’de 5 dk 1600 800 200
100 °C’de 10 dk 1600 800 200
100 °C’de 15 dk 1600 800 200
121 °C’de 15 dk 400 400 -
pH
2 1600 800 400
3 1600 800 400
4 1600 800 400
5 1600 800 400
6 1600 800 400
7 1600 800 200
8 800 800 200
9 800 800 200
10 800 400 100
11 200 400 100

BHI105 : P. pentosaceus
BG18 : Lb. brevis
BG33 : Lb. plantarum
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Sekil 4.14 P. pentosaceus BH105 susu tarafindan iiretilen bakteriyosin iizerine enzimlerin
etkisi

Proteinaz K (1), Pepsin (2), Tripsin (3),a-Amilaz (4), Lizozim (5), a-Kemotripsin (6), Lipaz (7), Katalaz (8),
Kontrol (0)

Lb. brevis BG18 susunda bakteriyosin aktivitesi, bu bakterinin notralize edilmis kiiltiir iist
sivisinda 800 AU/mL diizeyinde tespit edilmistir. BG18 susu tarafindan iiretilen
bakteriyosinin; tripsin, proteinaz-K, a-kemotripsin ve pepsin muamelesi sonucu tamamen
inaktive oldugu, a-amilaz ve lipaz uygulamalarinda % 75 oraninda aktivite kaybettigi, diger
enzim uygulamalarindan ise etkilenmedigi belirlenmistir. pH denemelerinde s6z konusu
bakteriyosinin pH 2.0-9.0 arasinda stabilitesini korudugu, pH 10.0 ve 11.0’de ise % 50
oraninda aktivite kaybma ugradigi tespit edilmistir. Son olarak BG18 susunun {irettigi
bakteriyosinin degisik siirelerde 80, 90 ve 100 °C’de yiiriitiilen sicaklik denemelerinden hig
etkilenmedigi, 121 °C’de 15 dakika sicaklik uygulamasinda ise % 50 aktivite kaybina
ugradigi saptanmistir (Cizelge 4.13, Sekil 4.15).

Lb. brevis BG18 susu tarafindan fretilen antimikrobiyel bilesigin, proteolitik enzim

uygulamalarindan etkilenmesi, inhibitor etkinin protein yapisinda bir molekiilden

kaynaklandigin1 gostermektedir (Rammelsberg and Radler 1990, Conventry et al. 1996,
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Benoit et al. 1997 and Ogunbanwo et al. 2003). Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen
bazi1 nadir bakteriyosinlerin icerdigi lipit ya da karbonhidrat yan gruplar1 nedeni ile, lipaz ve
a-amilaz uygulamalarindan da etkilendigi saptanmistir. Ancak Lb. brevis suslarinda
tanimlanan higbir bakteriyosin i¢in bu yonde bir veri bulunmamaktadir (Conventry et al.
1996, Ogunbanwo et al. 2003, Faheem et al. 2007). Literatiir verilerinden farkli olarak,
BG18 bakteriyosinin lipaz ve a-amilaz uygulamasinda aktivite kaybettigi tespit edilmistir.
Bu durum, protein yapisinda glikolipit yan gruplarinin bulunduguna isaret etmektedir. Lb.
brevis suslan tarafindan iiretilen brevisin 37, brevisin 286 ve brevisin OG1’in, asidik pH
uygulamlarinda aktivitelerini kaybetmedigi; pH 8.0’den sonra aktivitede azalma oldugu ve
degisik stirelerde vyiirlitiilen sicaklik uygulamalarinda stabilitelerini koruduklar1 tespit
edilmistir (Rammelsberg and Radler 1990, Conventry et al. 1996, Benoit et al. 1997 and
Ogunbanwo et al. 2003). Lb. brevis BG18 susu tarafindan tiretilen bakteriyosinin aktivitesi

iizerine pH ve sicaklik uygulama sonuglari bu literatiir verileriyle uyumlu bulunmustur.

Sekil 4.15 Lb. brevis BG18 susu tarafindan iiretilen bakteriyosin iizerine enzimlerin etkisi

Proteinaz K (1), Pepsin (2), Tripsin (3),0-Amilaz (4), Lizozim (5), a-Kemotripsin (6), Lipaz (7), Katalaz (8),
Kontrol (0)
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Lb. plantarum BG33 susunun, noétralize edilmis kiiltliir st sivisindaki bakteriyosin
aktivitesi 400 AU/mL olarak belirlenmistir. Tripsin, proteinaz-K, a-kemotripsin, pepsin ve
a-amilaz ile tamamen, lipaz uygulamasiyla ile kismen aktivite kaybi1 gosteren BG33
tarafindan iretilen bakteriyosin; pH 2.0-6.0 arasinda stabilitesini korurken, pH 7.0-9.0
arasinda % 50 ve daha yiiksek degerlerde % 75 oraninda aktivite kaybina ugramistir.
Degisik siirelerde 80, 90 ve 100 °C’de yiiriitiilen sicaklik denemelerinde s6z konusu
bakteriyosinin % 50 oraninda; 121 °C’de 15 dk sicaklik uygulamasinda ise tamamen

aktivite kaybina ugradigi belirlenmistir (Cizelge 4.13, Sekil 4.16).

Lb. plantarum BG33 susu tarafindan iretilen bakteriyosinin aktivitesinin, proteolitik ve
glikolitik enzim uygulamasindan etkilenme 6zelligi, daha 6nce plantarisin B, plantarisin S
ve TF711 bakteriyosinlerinde saptanmistir (Jimenez-Diaz et al. 1993, De Vuyst and
Vandamme 1994, Hernandez et al. 2005). Ancak lipaz uygulamasina karsi duyarlilik
gosteren herhangi bir Lb. plantarum bakteriyosini tamimlanmamistir. Bu nedenle BG33
bakteriyosininde lipit yan gruplarinin biyokimyasal analizler ile tespiti nem tagimaktadir.
BG33 bakteriyosininin pH uygulamalarina kars1 gosterdigi stabilite diizeyleri literatiir
verileri ile benzerlik gdstermistir (Ogunbanwo et al. 2003, Tiwari and Srivastava 2008).
Ancak, sicaklik uygulamasinda BG33 bakteriyosininin aktivitesinde belirlenen kayip,
plantarisin i¢in literatiirlerde bildirilen yiiksek sicaklik stabilitesi verilerinden belirgin bir
sekilde farklilik igermektedir (Jimenez-Diaz et al. 1993, De Vuyst and Vandamme 1994,
Ogunbanwo et al. 2003, Hernandez et al. 2005, Tiwari and Srivastava 2008). Tiim bu
veriler birlikte yorumlandiginda, BG33 bakteriyosininin yeni bir plantarisin oldugu ortaya

¢ikmaktadir.
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Sekil 4.16 Lb. plantarum BG33 susu tarafindan iiretilen bakteriyosin {izerine enzimlerin
etkisi

Proteinaz K (1), Pepsin (2), Tripsin (3),0-Amilaz (4), Lizozim (5), a-Kemotripsin (6), Lipaz (7), Katalaz (8),
Kontrol (0)

4.4.4 Suslarin gelisme ortaminda zamana bagh bakteriyosin iiretme karakteristikleri

P. pentosaceus BH105 susuyla yiiriitiilen zamana bagli gelisim ve bakteriyosin iiretim
yeteneginin belirlenmesi ¢aligmasinda; gelisimin logaritmik fazinda bakteriyosin {iretiminin
basladigi ve durma evresinde en yiiksek diizeye (1600 AU/mL) ulastigi saptanmustir.
Gelisimin 21. saatinde aktivitede % 50; 24. saatinde ise, % 75 oraninda azalma meydana

gelmistir (Sekil 4.17).

Sucuktan izole edilen P. pentosaceus L50 susunun, gelisimin durma evresinde en yiiksek
bakteriyosin iiretim diizeyine ulastigi saptanmistir (Cintas et al. 1995). P. parvulus
izolatinda, maksimum bakteriyosin iiretimine gelisimin erken duraklama evresinde
(inkiibasyonun 12. saatinde) ulasildigi, bu asamadan sonra ise, liretimin azalmaya basladigi
belirlenmistir (Schneider et al. 2006). Geleneksel fermente Alheira sucugundan izole edilen

P. acidilactici HA-6111-2 ve HA-5692-3 suslarimin ise, gelisimin logaritmik fazinda
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bakteriyosin iiretimine bagladigir (200 AU/mL) ve 18. saatte en yliksek bakteriyosin iiretim
diizeyine (3200 AU/mL) ulastig1 tespit edilmistir (Albano et al. 2007).

Caligmamizda elde edilen ve yukarida Ozetlenen literatliir verilerinde Pediococcus
suslarinda bakteriyosin iiretiminin, iiremenin durma evresinde en yliksek diizeye ulastigi
ortak bir bulgu olarak goriilmektedir. Ancak, bu asamadan sonra bakteriyosin kayiplari,
suslara gore farklilik gostermektedir. P. pentosaceus BH105 susunda durma fazinin geg
evresinde bakteriyosin aktivite kayiplarinin meydana gelmesi, bu susun degisik
metabolitlere ve ¢evresel kosullara kars1 direncini gdstermesi agisindan énem tasgimaktadir.
Zira bu durum antibakteriyel aktivitenin in vivo kosullarda devam edecegine isaret

etmektedir.
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Sekil 4.17 P. pentosaceus BH105 susunun gelisimi ile bakteriyosin iiretimi arasindaki iligki
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Lb. brevis BG18 susu, 15. saatte liremenin durma evresine girmistir. Bu susta en yiiksek
bakteriyosin iiretiminin (800 AU/mL) logaritmik fazda gerceklestigi ve iliremenin durma

evresinde 18. saate kadar devam ettigi saptanmistir (Sekil 4.18).

Etten izole edilen Lb. brevis VB286 susunun, en yiiksek bakteriyosin iiretiminin (25600
AU/mL) logaritmik fazda gerceklestigi tespit edilmistir (Conventry et al. 1996). Brevisin
AFO1 olarak tanimlanan bagska bir bakteriyosinin ise gelisimin durma evresinde en yiiksek
diizeyde tiretildigi saptanmistir (Faheem et al. 2007). Lb brevis BG18 susunda logaritmik
fazda tanimlanan en yiiksek bakteriyosin iiretimi, durma fazinda aktivite kaybi
gostermemistir. Bazi1 Lactobacillus bakteriyosinleri i¢in tanimlanan, iiremenin durma
fazinda bakteriyosin iiretiminin devam etmesi, ikincil metabolit karakteristigi ile iliskilidir.
BG18 susunda ise, iiretilen bakteriyosin tipik birincil metabolit karakteristigi gostermistir.
S6z konusu bakteriyosinin protein katlanma 6zelliklerinin c¢alisilmasi, durma fazindaki

stabilitesinin ag¢iklanmas1 bakimindan 6nem tasimaktadir.
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Sekil 4.18 Lb. brevis BG18 susunun gelisimi ile bakteriyosin iiretimi arasindaki iligki
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Lb. plantarum BG33 susunun; gelisimin erken logaritmik fazinda bakteriyosin iiretimine
basladig1, en yiiksek bakteriyosin iiretimine (400 AU/mL) logaritmik fazda ulastig1 ve bu
diizeyde firetimin erken durma evresine kadar devam ettigi saptanmistir. Ancak,
inkiibasyonun 18. saatinden sonra bakteriyosin aktivitesinde % 50 oraninda azalma

meydana geldigi belirlenmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19 Lb. plantarum BG33 susunun gelisimi ile bakteriyosin tiretimi arasindaki iligki

Lb. plantarum ST31 susuyla ylriitilen zamana bagli gelisim ve bakteriyosin iiretim
yeteneginin belirlenmesi c¢alismasinda; gelisimin erken logaritmik fazinda bakteriyosin
iiretiminin basladig1 (inkiibasyonun 5. saatinde) ve logaritmik fazda saptanan maksimum
diizeyin, 24. saate kadar korundugu tespit edilmistir (Todorov et al. 1999). Lb. plantarum
TF711 susu tarafindan iiretilen bir bakteriyosin olan plantarisin TF711’in {iretiminin,
gelisimin logaritmik fazinda baglayip durma evresine kadar devam ettigi saptanmistir. Bu

bakteriyosinin aktivitesi de liremenin durma evresinde stabilitesini korumustur (Hernandez
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et al. 2005). BG33 susundan elde edilen zamana bagli bakteriyosin tliretim verileri de, tipik
Lactobacillus bakteriyosinleri i¢in tanimlanan sinirlar iginde bulunmustur. Ancak, bu susun
bakteriyosini, iliremenin durma evresinde meydana gelen olumsuz kosullardan yiiksek

diizeyde etkilenmektedir.

4.4.5 Kismi saflagtirmasi yapilan bakteriyosinlerin molekiiler biiyiikliiklerinin
belirlenmesi

Amonyum siilfat (% 40) ¢oktiirme esasina gore kismi saflastirmasi yapilan P. pentosaceus
BHI105, Lb. brevis BG18, Lb. plantarum BG33 bakteriyosinlerinin trisin sodyum dodezil
stilfat-poliakrilamid jel elektroforez (Trisin-SDS-PAGE) sistemi kullanilarak yapilan
analizleri sonucu; molekiiler biiyiikliikleri, sirasiyla 5 kDa, 2.5 kDa ve 2.7 kDa olarak tespit
edilmistir (Sekil 4.20, 4.21, 4.22).

Calismamizda belirlenen pediosin, brevisin ve plantarisin benzeri bakteriyosinlerin
molekiiler biiytikliikleri, literatiir bulgularinda bu gruplar i¢in tanimlanan molekiiler
biiytikliiklerle uyumlu bulunmustur (Van Reenen ef al. 1998, Bauer et al. 2005, Benoit et
al. 2005, Hernandez et al. 2005, Albano et al. 2007, Tiwari and Srivastava 2008).
Bakteriyosinlerin bazi tiplerinde goriilen lireme ortamlarinda dimer, timer ya da tetramer
olusturma Ozellikleri (Anastasiadou et al. 2007, Millette ef al. 2007, Tiwari and Srivastava
2008) SDS-PAGE sistemlerinde dogru molekiiler biiyiikliiklerin saptanmasinda sorunlara
yol agmaktadir. Diger yandan izolasyon yontemine bagl olarak yaygin bir sekilde ortaya
cikan bakteriyosin yan gruplarmin kaybi da, elektroforetik sistemlerde kesin molekiiler
biiyiikliik tanisini gii¢lestirmektedir. Bu nedenle SDS-PAGE sistemlerinde gergeklestirilen

on tanilarin ileri biyokimyasal analizler yapilarak desteklenmesi zorunludur.
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116 kDa
97.0 kDa
58.1 kDa

39.8kDa
20.1 kDa

14.3 kDa
6.5 kDa

Sekil 4.20 P. pentosaceus BH105 susu tarafindan iiretilen bakteriyosinin elektroforetik
tanist

(M) Marker (kDa); 1: Inhibisyon zonu; 2 ve 3: Coomassie Brillant Blue ile boyanmis peptit bantlari

116 kDa
97.0 kDa

58.1 kDa

39.8 kDa
20.1 kDa
14.3 kDa

6.5 kDa

Sekil 4.21 Lb. brevis BG18 susu tarafindan iiretilen bakteriyosinin elektroforetik tanisi

(M) Marker; 1: Coomassie Brillant Blue ile boyannus peptit bantlari; 2: Inhibisyon zonu
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116 kDa
97.0 kDa
58.1 kDa
39.8 kDa

20.1 kDa
14.3 kDa

6.5 kDa

Sekil 4.22 Lb. plantarum BG33 susu tarafindan iiretilen bakteriyosinin elektroforetik tanisi

(M) Marker; 1 ve 2: Coomassie Brillant Blue ile boyanmis peptit bantlar1; 3: Inhibisyon zonu

4.5 Suslarin Caco-2 Hiicrelerine Tutunma Ozellikleri

Insan epitelyal kolorektal adenokansiroma immortalize (Caco-2) hiicrelerine tutunma
denemelerinde; pozitif kontrol olarak c¢alisilan S.Typhimurium LT2 susunun % 5.55
(+1.54), E. coli LMG3083 (ETEC) susunun ise % 10.51 (+2.2) diizeyinde tutunma
aktivitesi igerdigi belirlenmistir. P. pentosaceus BH105, Lb. brevis BG18 ve Lb. plantarum
BG33 suglarmin tutunma oranlar sirasityla % 10.12 (£2.4), % 5.93 (£0.64) ve % 2.85
(£0.9) olarak saptanmustir (Sekil 4.23).

Probiyotik olarak kullanilacak mikroorganizmalarin belirlenmesinde; sindirim sistemindeki
disiik pH degerlerinde canliliklarin1 korumalari, safra tuzlari ve pankreatik enzimlere
diren¢ gostermeleri ile kisa siireli kolonizasyonun ve immiin sistemin modiilasyonunun
saglanabilmesi i¢in bagirsak epiteline tutunma yetenekleri yaninda, patojen
mikroorganizmalarin tutunmasini engellemeleri de 6nemli se¢im kriterleridir (Guarner and

Schaafsma  1998). Intestinal sisteme ulasan probiyotik —mikroorganizmalarim,
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mikrovilluslarin yiizeyine ya da mukozaya tutunma yetenekleri, iyi karakterize edilmis
Caco-2 hiicreleri kullanilarak yapilan in vitro denemelerle tespit edilmektedir
(Maragkoudakis et al. 2006). In vitro denemelerde, probiyotik iiriinlerden izole edilen
laktik asit bakterilerinden; Lb. acidophilus BFE704’iin % 63, Lb. johnsonii BFE654 ve
744’1in sirastyla % 50 ve % 48 oraninda tutunma yetenegine sahip oldugu belirlenmistir
(Schillinger et al. 2005). Caco-2 hiicreleri kullanilarak yapilan baska bir ¢alismada ise; siit
irlinlerinden izole edile Lb. plantarum ACA-DCI146 i¢in % 25.5, Lb. paracasei sp.
paracasei ACA-DC 221, 3334 ve 3335 suslan igin sirastyla % 13.1, % 13.8 ve % 11.8
tutunma oranlart saptanmistir (Maragkoudakis et al. 2006). Ancak, pediokoklarin adezyon

ozelliklerine ait herhangi bir literatiir verisi bulunmamaktadir.

Calismamizda denemeye alinan tiim suglar i¢in belirlenen yiiksek tutunma ozellikleri, bu
suslarin in vivo sistemlerde probiyotik olarak kullanimina uygunluklarina isaret etmektedir.
Diger yandan, P. pentosaceus BH105 i¢in tanimlanan epitel sistemlere tutunma o6zelligi,

yeni bir literatiir verisi olmasi acisindan 6nem tasimaktadir.
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Sekil 4.23 Laktik asit bakterilerinin Caco-2 hiicrelerine tutunma diizeyleri

4.6 Patojen Bakterilerin Caco-2 Hiicrelerine Tutunmalarinin Engellenmesi

E. coli LMG3083 (ETEC) susunun Caco-2 hiicrelerinin tutunma yeteneginin; dnceden P.
pentosaceus BH105, Lb. brevis BG18 ve Lb. plantarum BG33 tutundurulmus Caco-2
hiicreleriyle yapilan ¢aligmalarda, sirasiyla % 88.72 (£5.53), % 83.08 (£2.51) ve % 77.66
(£5.91) oraninda azaldig1 saptanmistir. Ayni denemenin S. Typhimurium SL1344 ile
yiiriitiilmesi halinde ise, bu patojenin Caco-2 hiicrelerine tutunma yeteneginin Lb. brevis
BG18 tarafindan % 77.94 (£3.04), Lb. plantarum BG33 tarafindan % 61.76 (+4.08) ve P.
pentosaceus BH105 tarafindan % 60.64 (£10.97) oraninda disiirildiigii belirlenmistir
(Sekil 4.24).

Bagirsak epitelindeki bakteriyel tutunma bolgeleri i¢in patojenlerle yarisma, probiyotik
mikroorganizmalarin sahip olmasi1 gereken dnemli 6zelliklerdendir. Zira probiyotik susun
inhibisyon etkisi; organik asit, hidrojen peroksit, bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri

maddeleri iiretim yetenegi ya da patojen mikroorganizmalarin epitel yiizeylere
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tutunmalarin1 engelleme ve besin maddeleri i¢in rekabet mekanizmalariyla agiklanmaktadir
(Rastall et al. 2005). Gram-negatif patojenlerin Okaryotik hiicrelere adhezyonunun
probiyotik mikroorganizmalar tarafindan inhibisyonu in vitro c¢aligmalarla gdsterilmistir.
Tavuk bagirsagindan izole edilen Lb. reuteri JCM1081 susunun; E. coli ATCC31705’in
tutunmasin1 % 55, S. Typhimurium ATCC13311’in tutunmasini ise % 72 oraninda
engelledigi tespit edilmistir (Todoriki et al. 2001). Lb. johnsonii Lal, Bifidobacterium Cal
ve F9, Lb. acidophilus LB, Lb. plantarum ACA-DC 146 ve Lb. paracasei subsp. paracasei
ACA-DC 221 suslar ile yiiriitiilen bir diger ¢calismada ise; Lb. plantarum ACA-DC 146
susunun E. coli CFA 1’in tutunmasin1 % 41, S. Typhimurium SL1344’{in tutunmasini ise %
14 oraninda azalttig1 belirlenmistir. Denemede kullanilan diger suslar, S. Typhimurium’un

tutunmasi tizerine herhangi bir etkinlik gdstermemistir (Maragkoudakis et al. 2006).

Probiyotik yetenekleri tanimlanmis Tiirkiye kokenli suslarda da; bagirsak epiteline yiiksek
tutunma oOzelligi gosteren E. coli ve S. Typhimurium gibi bakterilerin tutunma
etkinliklerinin disiiriilmesi, 6zellikle gida kaynakli enfeksiyonlarin probiyotik preparatlar

aracilig ile engellenmesi ya da siddetinin azaltilmasi agisindan umut verici bir bulgudur.

100

80

60

% Tutunma inhibisyonu

20 1

P. pentasaceus BH1035 Lb. brevis BG1E Lb. plantarum BG33

Sekil 4.24 Suslarin, E. coli LMG3083 (m) ve S. Typhimurium SL1344 (m) suslarinin Caco-
2 hiicrelerine tutunmalarini1 engelleme diizeyleri
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5. SONUC VE ONERILER

Arastirma sonucunda, bakteriyosin iiretimi yetenegi yaninda, evrensel probiyotik
kriterlerine uygun iki Lactobacillus (Lb. brevis BG18 ve Lb. plantarum BG33) ve bir adet

Pediococcus (P. pentosaceus BH105) susu tanimlanmistir.

Calisma kapsaminda tanimlanan P. pentosaceus BH105 susu, probiyotik karakteristige

sahip insan kokenli ilk Pediococcus susu olmasi agisindan kritik nem tasimaktadir.

Suglarin  iirettigi  bakteriyosinler, bugiine kadar benzer bakterilerde tanimlanan
bakteriyosinlerden bazi yapisal ve fonksiyonel Ozellikler bakimindan farklilik
gostermektedir. Tiirkiye’de probiyotik kullaniminin ¢ok sinirli seviyede oldugu goz oniinde
bulunduruldugunda, s6z konusu suslarin ve iirettikleri bakteriyosinlerin yeni kayitlar olma
olasilig1 gliclenmektedir. Bu nedenle, 6zellikle DNA ve protein dizi analizlerinin yapilmasi
suretiyle bulgularin desteklenmesi gerekmektedir. Tanimlanan suslarin Caco-2 hiicrelerine
yiiksek diizeyde tutunma yetenekleri yaninda, S. Typhimurium ve E. coli gibi etkin adhezif
Ozellik gosteren bakterilerin epitel hiicrelere tutunmasimi engellemesi, probiyotik
kullanimlarinda 6ne ¢ikan bir diger onemli noktadir. Suslarin bu 6zelligi, probiyotik
preperatlarinda kullanimlar1 halinde patojen bakterilerle miicadelede islev goreceklerine

isaret etmektedir.

Probiyotiklerin insan ve hayvan beslenmesinde destekleyici ajanlar olarak kullaniminin
giderek 6nem kazandig1 gida ve yem endiistrisinde, yeni probiyotik suslarin tanimi tiim
diinyada ytiksek biitcelerle desteklenen caligmalardir. Bu calismalarda en yiiksek biitce
pay1, probiyotik preparatlarinin hazirlanmasi ve hayvan model sistemlerinde denenmesi
stireclerine ayrilmaktadir. Bu nedenle, s6z konusu ¢alismalar biiyiik 6l¢iide endiistriyel
kuruluslar tarafindan desteklenmektedir. Bu calismada probiyotik 6zellikleri bakimindan
one c¢ikan ii¢c susun, endiistriyel iiretim siireglerine uygunlugunun belirlenmesi yaninda,
genomik ve proteomik karakteristiklerinin tanimlanmasi ancak bdyle bir isbirligi
cercevesinde gergeklesebilir. Bu siireclerin tamamlanmasi1 halinde suslarin probiyotik

olarak patentlenme olasilig1 bulunmaktadir.
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