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OZET

Bu calismada, Kirsehir Devlet Hastanesine belirli bir sikayetle basvurmus 25-50
yas aras! sindirim sistemi problemi bulunmayan 48 hastanin gaitasindan izole edilmis
Lactobacillus spp. suslari kullaniimistir. Toplam 25 adet olan bu suslarin dusik pH
direnclerinin belirlenmesi, yuksek safra tuzu (oxgall) konsantrasyonlarina karsi toleransi
ve safra tuzu (kolik asit) hidrolizi, bazi patojen mikroorganizmalara karsi inhibitor
etkileri, antimikrobiyal aktiviteleri ve Kkolesterol asimilasyonunun belirlenmesi
hedeflenmistir. Degisik pH kosullarinda (2.0, 2.5 ve 3.0) asitlige en direncli suslar L.
fermentuml LS-5, L. fermentum2 LS-15, L. plantaruml LS-20 ve L. fermentum2 LS-25
olarak tespit edilmistir. Yuksek safra tuzu konsantrasyonlarinda (%0.3, %0.5, %1.0 ve %
1.5) L. delbrueckii subsp. delbrueckii LS-1, L. pentosus LS-2, L. plantaruml LS-11, L.
plantaruml LS-12, L. fermentum2 LS-15, L. fermentum2 LS-16 suslari canliligini
koruyabilmistir. Ayica safra tuzu (kolik asit) hidrolizi calismasinda genel olarak iyi
sonuclar elde edilmis, en yuksek degerleri ise L. pentosus LS-2 susunda
g6zlemlenmistir. Bu suslarin antimikrobiyal aktivitelerinin tespiti igin yapilan ¢alismada
13 farkli antibiyogram diski denenmis, suslarin genelinin antibiyotiklere karsi duyarli
olduklari goézlemlenmistir. Lactobacillus suslarinin patojen mikroorganizmalar tzerine
inhibitor etkilerinin tespiti Uzerine E. coli (ATCC 25922), P. aeruginosa (ATCC 27853),
K. pneumoniae (ATCC 25656), S. epidermidis (ATCC 12228) ve Neisseria sp.
patojenleri ile bir calisma yapilmistir. Lactobacillus suslari genel olarak patojenlere karsl
inhibitor etki gostermislerdir. Ayrica Lactobacillus suslarinin laktik asit disinda Urettigi
antimikrobiyal maddelerin inhibitér etkisinin belirlenmesi (zerine yapilan bir baska
calismada ise pH’st yukseltilmis supernatantlarin  patojenler {zerine etkisi
g6zlemlenmemistir. Kolesterol asimilasyonunun belirlenmesi icin yapilan ¢alismada ise
distk asitlige ve yuksek safra tuzuna dayanikli, safra tuzu aktivitesi yiksek, antagositik
etkiye sahip 5 sus L. delbrueckii subsp. delbrueckii LS-1, L. pentosus LS-2, L.
plantaruml LS-11, L. plantaruml LS-12 ve L. fermentum2 LS-15 secilmis ve kolesterol
giderimi cahisilmistir. Kultlrler MRS sivi besi yerinde 10-22 pg/ml, %0.3’luk yuksek



safra tuzlu MRS sivi besi yerinde 14-50 pg/ml, %0.3’lik kolik asitli MRS sivi besi
yerinde 8-13.5 pg/ml ve %0.3’1tk taurocholic asit’li MRS sivi besi yerinde 15-55 pg/ml

kolesterol asimilasyonu yapmistir.



ABSTRACT

Lactobacillus spp. strains isolated from the stool of 48 patients between the ages
of 25 and 50 who resorted to the Kirsehir state hospital with various complaints without
having a problem with their digestive system, were used in this study. The aim targeted
was the designation of the low pH resistance, the tolerance against concentrations of
high bile salt (oxgall) and the hydrolysis of bile salt (cholic acid), the inhibitory affects
on some pathogen microorganisms, the designation of antimicrobial activity and
cholesterol assimilation of all strains of which there were a total of 25. It has been found
that the most resistant strains towards acidity under various pH conditions were L.
fermentuml LS-5, L. fermentum2 LS-15, L. plantaruml LS-20 and L. fermentum2 LS-
25. Strains L. delbrueckii subsp. delbrueckii LS-1, L. pentosus LS-2, L. plantaruml LS-
11, L. plantaruml LS-12, L. fermentum2 LS-15, L. fermentum2 LS-16 were able to
maintain their vitality in high concentrations of bile salt. Furthermore pleasing results
were obtained from the bile salt hydrolysis study in general and the highest values were
observed in the L. pentosus LS-2 strain. In the study which was conducted in order to
estimate the antimicrobial activity of these strains, 13 different antibiogram disks were
tried and it was observed that overall the strains were sensitive to antibiotics. A study
was conducted with E. coli (ATCC 25922), P. aeruginosa (ATCC 27853), K.
pneumoniae (ATCC 25656) S. epidermidis (ATCC 12228) and Neisseria sp. pathogens
on the estimation of the inhibitory effects of Lactobacillus strains on pathogen
microorganisms. Overall the Lactobacillus strains displayed an inhibitory effect on the
pathogens. Furthermore the effect of supernatants with an increased pH on pathogens
was observed in a different study concerning the estimation of the inhibitory effects of
Lactobacillus strains on antimicrobial substances it produces other than lactic acid. And
in the study which was conducted in order to estimate the cholesterol assimilation 5
strains L. delbrueckii subsp. delbrueckii LS-1, L. pentosus LS-2, L. plantaruml LS-11,
L. plantaruml LS-12 and L. fermentum2 LS-15 which have low acidity, are resistant to
high bile salt, have a high bile salt activity and have an antagositic effect were chosen

and removal of cholesterol was studied. The cultures made cholesterol assimilation of



10-22 pg/ml in the MRS liquid feedlot, of 14-50 pg/ml in the MRS liquid feedlot with
0.3 %, of 8-13.5 pg/ml in the MRS liquid feed lot with 0.3 % cholic acid and of 15-55
pg/ml in the MRS liquid feedlot with 0.3 % taurocholic acid.
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1. GIRIS

Mikroorganizmalara karsi insanlarda olumsuz bir 6n yargi vardir. Genel kani
mikroorganizmalarin  zararli oldugu yonlndedir. Bu 6n vyargih yaklasimla
mikroorganizmalardan korkan insanlar gunluk yasantilarinda mikroorganizmalari

‘mikrop’ olarak adlandirmakta ve korunmaya calismaktadirlar.

Bu o6nyargili yaklasima ragmen, insan viicudu, sahip oldugu Isi ve besin
maddeleri sayesinde cesitli mikroorganizmalar icin son derece elverisli bir ortam
olusturmaktadir. Bu ortamda yararli ve zararli mikroorganizmalar bir rekabet
icindedirler. Genel olarak saglikli bir insanda yararli mikroorganizmalar daha baskin
ve viicut hiicreleri ile birlikte uyumlu bir sekilde calismaktadirlar **.

Son yillarda insan vicudunda yasayan mikroorganizmalar bircok bilim
insaninin dikkatini ¢cekmistir. Bu mikroorganizmalar inceleme altina alinmis, yeni
projeler ve calismalar baslatilmistir. Bu alanda yurutilen projeye ‘mikrobiyom
projesi’ denilmektedir. Henliz yeni bir proje olmasina karsin ulasilan bilgiler son

derece onemlidir >°.

Yeni dogmus bir bebek steril durumdadir. Dogum anindan itibaren ¢evrede
bulunan mikroorganizmalar bebegin viicuduna yerlesmeye baslar, 1-2 giin icinde bu
mikroorganizmalarin  sayist  10° -10'u bulur. Bebe§in viicuduna yerlesen
mikroorganizmalarin tir ve sayisi bebegin bulundugu ortama, beslenme sekline ve
dogum sekline bagh olarak degisim gosterir. Bebekte anne sutl kesildiginde, yetiskin

floranin olusumu baglar .

Yetiskin bir insan viicudu yaklasik 10** hiicreden olusmakla birlikte bunun 10
kati kadarda zararli ve yararli, 500 farkli tiirde mikroorganizmaya ev sahipligi
yapmaktadir. Bir baska ifade ile vicudun degisik sistemlerinde, sistemin islevine
gore belirli miktarlarda mikroorganizmalar yer alir. Ornegin; deride 200 gr, agiz
boslugunda 20 gr, akcigerlerde 20’ser gr, burunda 10 gr, gbzde 1 gr ve

gastrointestinal sistemde 1-2 kg mikroorganizma vardir ***7.



Sindirim sistemi ¢ok genis bir alana sahiptir ve islevsel olarak ¢ok fazla
miktarlarda besin maddesi icermektedir. Bu sistemin yiizey alani yaklasik 400
m?’den olusmaktadir ve bunun 200 m?’de bagirsak mukozasi yer alir. Yasam icin
gerekli olan enerji ve yapisal madde taslari disaridan beslenerek temin edilir.
Disaridan alinan bu besinler sindirim sisteminden gegerek islevsel hale getirilir. Bir
insanin dmri boyunca sindirim kanalindan ortalama 60 ton yiyece§in gectigi
hesaplanmistir. Saglikli bir yasam icin sindirim sisteminin ¢ok dizenli bir sekilde
calismasi gerekmektedir. Bu sistemin 6nemini Hipokrat sdyle ifade etmistir. “Bditin

hastaliklar bagirsaktan baslar. Bagirsak hasta ise viicudun geri kismi da hastadir” "%

15-20

Bu kadar genis yuzeye sahip ve bu kadar islevsel bir sistemin elbette bir
yardimciya ihtiyact  vardir.  Gastrointestinal ~ sistemde  yasayan  yararli
mikroorganizmalar, icinde bulundudu sistem icin ¢ok ©nemli reaksiyonlar
gerceklestirerek  bu sistemin  dizenli calismasina biyik o6lglide katki

saglamaktadirlar. Bu mikroorganizmalar genel olarak probiyotiklerdir.

Probiyotikler, agiz yolu ile alindiginda konakgiya belirgin bir yarar saglayan,
distik pH’da dayanikli, bagirsak epiteline tutunabilen, patojen olmayan canl
mikroorganizmalardir. Probiyotik kelime olarak Yunanca ‘pro’ ve ‘biota’
kelimelerinden tdretilmistir. “Yasam icin’ anlamina gelen probiyotik, antibiyotik

kelimesi ile zit anlamhdir 2224,

insanlar probiyotikleri dogal yollarla almaktadirlar. Eski insanlarin
diyetlerine bakildiginda ginimiz insanlarindan kat kat daha fazla fermente st
urtnleri tikettikleri gortlmektedir. Gunimizde ise insanlarin diyetlerinde rafine
edilmis, islenmis gidalar yer almaktadir. Ayrica hareketsiz yasam, stres, antibiyotik
kullanimi, sigara ve alkol kullanimi gibi etkenler saglikl bir yasam icin olumsuz
etkiler olusturmaktadir. Bu durumdan bagirsak florasi da olumsuz etkilenmektedir ve
sayilari azalmaktadir. Bu nedenlerden dolayr bagirsak florasini uygun sayida

tutabilmek icin ekstradan probiyotik takviyeleri yapma geregdi dogmustur *°18%,



Bu calismanin amaci; Kirsehir Devlet Hastanesine belirli bir sikayetle
basvurmus 25-50 yas arasi sindirim sistemi problemi bulunmayan 48 hastanin
gaitasindan izole edilerek tanimlanan Lactobacillus tlrlerinin, disuk pH ve yiksek
safra konsantrasyonlarinda dayanikhliklarinin, safra tuzu hidrolizinin, antimikrobiyal
aktivitelerinin ~ belirlenmesi, serum kolesterol giderimi ve bazi patojen
mikroorganizmalara karsi antagonistik etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmistir.
Boylelikle gunlik hayatta normal beslenen kisilerin bagirsak florasinda probiyotik

tar varhgi belirlenmis olacagi dustnilmastar.



2. TEORIK ALT YAPI

2.1. PROBIYOTIKLER

2.1.1. Probiyotiklerin Tanimi ve Tarihcesi

Probiyotik, Yunanca iki kelime ‘pro’ ve ‘biota’ dan turetilmistir ve ‘yasam

icin’, ‘yasamsal’ anlamlarina gelmektedir #?%%

. Antibiyotik kelimesiyle zit
anlamhdir %2, Probiyotik kavram olarak ilk kez 19. yiizyilin sonlarina dogru ortaya
cikmistir # ve giiniimiize degin bircok bilim insani tarafindan tanimlandiriimaya

calisiimistir.

Bu kavrami ilk kez 1908 yilinda Nobel 6dulli Rus bilim adami Elie
Metchnikoff tanitmistir. Yaslanma Gzerine bir takim calismalar yapan Metchnikoff,
Kafkas ve Bulgar koylilerinin uzun émurlu olduklarini fark etmis ve bu durumu
koylulerin ¢cok fazla miktarda fermente sut Grunlerini tiketmelerine baglamistir.
Metchnikoff fermente siit tiketimi ile bagirsak florasinin olumsuz etkilerinin ortadan

kaldirilabilecegi ve boylece insanlarin daha uzun siire yasayabileceklerini bildirmistir
18,30-32

Probiyotik terim olarak ise ilk kez 1954 yilinda Ferdinand Vergin tarafindan
kullanilmistir. Vergin ‘Anti und probiotika’ adli makalesinde probiyotiklerin
antibiyotik ve antimikrobiyal maddelerin tersine yasam icin yararli oldugunu goster-
mistir **3*. Bu calismadan 11 yil sonra Lilly ve Stillwell yaptiklari calismalarinda bir
protoza tarafindan salgilanan bir maddenin baska bir protozanin gelisimini tesvik
ettigini goézlemlemisler ve probiyotikler tarafindan Uretilen maddelerin diger

mikroorganizmalarin gelismesini tesvik edici olduklarini géstermislerdir 3>,

Probiyotiklerin ginimuzde en c¢ok kabul géren tanimi 1989 yilinda Roy
Fuller tarafinda yaptimistir. Fuller’e gore Probiyotik, “tlketicinin intestinal florasini

koruyup gelismesine yardimci olan canli mikrobiyal gida katkilaridir.” §eklindedir36.



Avrupa Birliginin girisimleri ile 1995°’te Briksel’de yapilan probiyotik
konulu uzmanlar toplantisinda probiyotikler icin su tanim yapilmistir; sagliga
koruyucu etki gosteren, sindirim, tUreme ve solunum sistemleri (zerinde yararli
etkileri olan, canli, bir ya da birka¢ belirli mikroorganizma tarafindan olusan

kiiltiirler olarak tanimlanmistir .

2.1.2. Probiyotik Olarak Kullanilan Mikroorganizmalar

Kullanilmasiyla birlikte tuketicinin intestinal florasini diizelterek yararl bir
sekilde etkileyen canli mikroorganizmalar olan probiyotikler genel olarak LAB
(Laktik Asit Bakterileri) grubundadir. Yogurt yapiminda kullanilan Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus ve Streptococcus thermophilus disindaki tim laktik
asit bakterileri bagirsak florasi elemanlaridir. Bununla birlikte bazi kif ve maya
tiirlerinin de probiyotik 6zellige sahip oldugu yapilan calismalarla gdsterilmistir 2.
Tropikal bir meyvenin kabugundan izole edilen Saccharomyces boulardii’nin
probiyotik 6zelliginin kesfedilmesi buna bir 6rnektir 2.

Probiyotik olarak bilinen mikroorganizmalar tablo 1’de verilmistir.



Tablo 1. Probiyotik olarak bilinen mikroorganizmalar ¥,

BAKTERILER KUF VE MAYALAR
Lactobacillus Bifidobacterium Pediococcus Aspergillus
L. bulgaricus B. adolescentis P. cerevisiae A. niger
L. rhamnosus B. bifidum P. acidilactici A. oryzae
L. cellebiosus B. breve P. pentosaceus Saccharomyces
L. delbrueckii B. infantis Streptococcus S. cerevisiae
L. lactis B. longum S. cremoris S.boulardii
L. acidophilus B. thermophilum S. intermedius Candida
L. reuteri Propionibacterium S. lactis C. torulopsis
L. brevis P. shermanii S. diacetilactis
L. casei P. freudenreichii Bacillus
L. curvatus Bacteriodes B. subtilis
L. fermentum B. capillus B. pumilus
L. plantarum B. suis B. lentus
L. johsonli B. ruminicola B. licheniformis
L. helveticus B. amylophilus B. coagulans
L. salivarius Leuconostoc
L. gasse L. mesenteroides
L. sporogenes

2.1.3. Probiyotik Mikroorganizmalarda Aranan Ozellikleri

Bir mikroorganizmanin probiyotik olarak insanlar tarafindan kullanilabilmesi
icin oncelikli olarak deneysel ve klinik calismalarla o mikroorganizmanin probiyotik
Ozelliklerinin kanitlanmasi gerekmektedir. Bu calismalarin iki temel amaci vardir.
Birinci amag probiyotik tirlerin belirlenmesi ve bu tirlerin sahip oldugu 6zelliklerin
gosterilmesidir. Burada gosterilmek istenen probiyotik o6zelliklerin tire 6zgu
olmasidir. ikinci amag ise secilen probiyotik tiirlerin etki mekanizmalarinin
gosterilmesidir *2.

Probiyotik mikroorganizmalarda aranan 6zellikler asagida siralanmistir 34>

Sindirim sirasinda meydana gelen olaylardan etkilenmeden canliliklarinin
strdurebilmelidirler,
Ozellikle asit ve safra yodunlugu yilksek ortamlarda faaliyet

gosterebilmelidirler,



Bagirsak epiteline tutunabilme 6zelligi gosterebilmelidirler,

Sindirim sistemi mikroflorasinin dengede tutulmasini saglamali, patojenlerin
gelisimini  engellemeli, tuketilen gidalarin  yararlanma  derecesini
artirmalidirlar,

Antibakteriyel direnci patojen mikroorganizmalara nakletmemelidirler,

ilave edildigi gidanin kalitesini disirmemelidirler,

Patojenler tizerine inhibitor etki yapmalidirlar,

Metabolik aktiviteyi diizenlemelidirler,

Gida allerjilerine ve patojenlere karsi immun sistemi gti¢lendirebilmelidirler,
Konakginin gidalardan daha fazla yararlanmasini saglamalidirlar,

Patojen ve toksijenik olmamahdirlar,

Mikroorganizmanin adaptasyonunu kolaylastirmak i¢in insan orijinli suslar
secilmelidir,

Depolama ve kullanma suresince canli kalmalidirlar.

2.1.4. Probiyotiklerin Etki Mekanizmasi

Probiyotik mikroorganizmalar, bagirsak sisteminin mikrobiyal dengesini
duzenleyerek yararl etkiler gostermektedirler. Probiyotiklerin bu yararli etkileri 3

mekanizma lizerinden gerceklesmektedir %,

1. Patojen mikroorganizmalarin sayilarini azaltmak
Antimikrobiyal bilesikler tretmeleri,
Besin maddeleri i¢in rekabet etmeleri,

Kolonizasyon bélgeleri icin rekabet etmeleri.

2. Mikrobiyal metabolizmay1 (enzimatik aktiviteyi) degistirmek
Sindirim sistemini diizenleyen enzimlerin Gretimi,
Amonyak, amin veya toksik enzimlerin Gretiminin azalmasi,

Bagirsak duvarinin fonksiyonlarinin iyilestirilmesi.



3. Bagisiklik sistemini iyilestirmek
Antikor diizeyinin artmasi,

Makrofaj aktivitesinin artmasi.

2.1.5. Probiyotiklerin Saglik Uzerine Etkileri

Metchnikoff kdylulerin daha uzun ve saghkli bir 6mir sdrdiklerini
gbzlemlemis ve bunu kdoylulerin fermente sit tiketmeleriyle iliskilendirmistir.
Metchnikoff’a goére insan yasaminin Kalitesi ile bagirsak fonksiyonlarinin bir
baglantisi vardir ve fermente sit tiiketimi de bagirsaklarda yararl etki yaparak
bagirsak fonksiyonlarinin daha iyi olmasini saglamaktadir *.

Teknolojik  gelismelerle  birlikte yapilan  tibbi  calismalar  bugin
gostermektedir ki probiyotiklerin dogrudan ve dolayli olarak vicut igin yararli
etkileri vardir. Probiyotiklerin deneysel verilerle kanitlanmis yararl etkileri sunlardir
23:

Bagirsak epitelinin koruyucu gorevi;

Epiteller arasi direnci arttir,

*Mukus dretimini arttir,

Epitel glikolizasyonunu yénlendirir,

Epitel hiicre iskeletini ve siki baglanti bitanlagini saglamlastirir,
*Epitel onarimini destekler,

Epitel hicrelerin 6lumunu (apoptoz) onler

*Antioksidan etki gosterir.

Bagisiklik sisteminin yonlendirilmesi;
Lokal ve toplam IgA Uretimini arttirir,
T hucresi yanitini azaltir,
Fagositik etkinligi arttirir,
*Bagisiklik hiicrelerinin apoptozunu arttirir,

«Sitokin profillerini degistirir,



Bagirsak mikroflorasinin dogrudan degisimi;
Patojenin bagirsak duvarina tutunmasi ile yarisir (yarismaci dislama),
*Bakteriyosin Uretimini arttirir,

*Bagirsak limeninin pH’ini organik asitlerin tretimi yolu ile dusurdr.

Yapilan calismalarla yararli etkileri kanitlanan probiyotik

mikroorganizmalarin bazi klinik uygulamalari asagida siralanmistir.

Akut ishal tedavisinde;

Diinyada her 15 saniyede bir cocuk ishal nedeni ile 8lmektedir “°. Yapilan
kontrollli calismalarda Lactobacillus rhamnosus GG verilen cocuklarda akut
ishallerinin surelerinin kisaldigi gozlemlenmistir. Rotavirls etkenli akut ishallerde
bazi probiyotik trlerin etkinligi gézlemlenmistir. Bu tlrlere L. rhamnosus GG, L.

reuteri, L. casei ve Bifidobacterium lactis ornek verilebilir 4”8

Antibiyotik kullanimina bagli ishal tedavisinde;

Antibiyotik kullanilmasi ile birlikte bagirsak florasi say1 ve tir agisindan
degisim gosterir. Antibiyotik kullanimi ile karsilasilan ishallerde genellikle
Clostridium difficile’nin sayisal olarak artmasi sorumludur. Antibiyotik kullaniimasi
ile meydana gelen ishallerin tedavisinde Lactobacillus acidophilus, L. plantarum, L.
casei ve Saccharomyces boulardii kullanilmaktadir. S. boulardii, C. difficile’in

toksinlerini baglayarak etkili olmaktadir **>°,

Helicobacter pylori enfeksiyonunda;

H. pylori gastrit, Ulser ve mide kanserine yol acan gram negatif bir patojendir.

Yapilan laboratuar calismalari bazi Lactobacillus tlrlerinin H. pylori’ye karsi

18

antagonistik etkisinin oldugunu gdstermistir —. Ancak bu konuda kullanilacak

probiyotik tirin tam olarak tespit edilmemesi, uygun miktar ve zamanin
belirlenememesi  nedeniyle probiyotiklerin tedavi amach kullanimi tavsiye

edilmemektedir °*°2,



Kolorektal kanser tedavisinde;

Probiyotiklerin  insanlarda,  prokarsinojenlerin  aktif  karsinojenlere
donusimind engelledikleri, mutajenik bilesikleri baglayip inaktive ettikleri,
antimutajenik madde salgiladiklari, prokarsinojen bakterileri inhibe ettikleri,
mutajenlerin bagirsaklardan emilimini azaltarak immin sistemi guclendirdikleri
bilinmektedir. Probiyotikler bu 6zellikleri sayesinde kolorektal kanser gelisimini
onledigi bildirilmistir “**%. Ayrica buyiik capta yapilan arastirmalar da fermente siit
urnlerinin tiketimi ile kolon ve meme kanseri gelisimi arasinda ters bir iliski

gozlemlenmistir >,

Serum kolesterol seviyesinin distirtilmesinde;

Probiyotiklerin kan serum duzeyini dusuriiclt etki gosterdikleri bazi klinik
calismalarla kanitlanmistir. Vicutta sentezlenen ya da disaridan alinan kolesterol
safra asitlerine donismektedir. Bazi probiyotik tirler, érnegin; L. acidophilus, bu
safra asitlerini konjuge edebilme 6zelligine sahiptirler. Konjuge edilen safra asitleri
lipitlere gore daha kolay emilir. Bu sayede serum Kkolesterol seviyesinde disme
meydana gelir. Bu konuda yapilan bir calismada hiperlipidemik hastalara 3 ay
sireyle L. sporogenes verildiginde serum kolesterol diizeyinin % 32 oraninda

azaldigi gdzlemlenmistir *°>>>7,

2.1.6. Probiyotiklerin Yan Etkileri

Probiyotikler patojen olmayan mikroorganizmalar olsalar da bagisiklik
sistemi iyice zayiflamis kisiler icin tehlikeli olabilmektedirler. Bagisiklik sistemi
zayiflamis kisilerde probiyotiklerin sistemik enfeksiyonlara yol actigr bildirilmistir.
Bunun yani sira probiyotiklerin olasi diger yan etkileri metabolizma degisikligi ve
gen transferidir *°®%°, Probiyotiklerle ilgili olarak insanlarin bir diger endisesi de
kullanilan preparatlarin GDO (genetik yapisi degistirilmis organizmalar) olup

olmadigi konusudur .
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2.1.7. Probiyotik Uriinler ve Ticari Onemleri

Probiyotik dUrlnler, vicut icin yararh oldugu kanitlanmis probiyotik
mikroorganizmalarin eklenerek tiketicilere sunulan drlnlerdir. Bu Grinlerin en
basinda yogurt, kefir ve peynir gibi fermente sit Orlinleri gelmektedir. Gelecekte

probiyotik et triinlerinin de tretilmesi planlanmaktadir ®.

Probiyotik mikroorganizmalar belirli bir arastirma sonucu yararh olduklar
anlasilan canlilardir. Probiyotikler (zerine yapilan calismalar her ne kadar gin
gectikce artmis olsa da bazi nedenlerden dolayi sinirh kalmistir ®.

Bu nedenler, ¢ok fazla sayida probiyotik tiir ve susun bulunmasi, bu canlilara
ait 6zelliklerin tam olarak bilinmemesi, farkli muhafaza kosullarinin bu canlilari nasil
etkileyeceginin tam olarak bilinmemesi, tek susun bile bireylerde farklilik gdstermesi

ve detayli klinik uygulamalarin maliyetinin yiiksek olmasidir ®*.

Probiyotik Urlnlere karsi olan ilgi gun gectikge artmaktadir. Bu durum
ureticilerin dikkatini cekmekte ve bu yonde Uriin pazarlamaktadirlar. Tuketicilerin bu
konuda cok dikkatli olmalari gerekmektedir. Uriin aliminda markali ve patentli

triinleri tercih edilmelidir #%5%,

2.2. PREBIYOTIKLER ve SINBiYOTIKLER

2.2.1. Prebiyotikler

Kolon bakterilerinin ¢ogalmalarini saglayan, aktivitelerini artiran, kolonize
olmalarini kolaylastiran ve fermente olabilen gida katkilaridir. Probiyotiklerin ihtiyac¢

duyduklari besin maddeleri olan prebiyotikler sindirilmeyen karbonhidratlardir 4%,
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Disakkaritlerden olan laktuloz, inulin en c¢ok bilinen prebiyotiklerdir.
Bunlarin disinda oligosakkaritleden maltoz, ksiloz ve galaktooligosakkaritlerden

oligofruktoz, galaktoz diger prebiyotik besinsel kaynaklardir .

Hindiba ve enginar en fazla prebiyotik igeren besinlerdir. Bunlarin disinda
arpa, bugday, cavdar, sogan, sarimsak, muz, kus konmaz ve pirasa da prebiyotik

ihtiva eden besin kaynaklaridir ®.

Bir besin kaynaginin prebiyotik olarak kullanilabilmesi icin su 6zellikleri

tasimasi beklenir %,

Sindirime direncli olmall,

Kolon mikroflora bakterileri tarafindan hidrolize edilmeli,

Bir veya kisith sayida olmak (izere daha cok bakterinin ¢ogalmasini
stimule etmeli,

Konakginin saghgi tzerinde olumlu etkileri olmali

2.2.2. Sinbiyotikler

Sinbiyotikler,  probiyotiklerle  birlikte  prebiyotiklerin  Kkaristirilarak
hazirlanmasiyla olusan besin ve destek amacli Grinlerdir. Probiyotiklerin besin
maddesi olan prebiyotiklerle birlikte verilmesi ile onlarin daha uzun sire canl
kalabilecekleri dustnilmektedir. Bdylece sinbiyotiklerin saghga olumlu etkileri
probiyotik ve prebiyotiklerin ayri ayri uygulanmalarina gére daha fazla olacagi 6n
gorulmektedir "% Lactobacillus tirleri ile Lactitol’un birlikte verilmesi buna bir

ornektir *°.

2.3. Lactobacillus CINSINE AIT BAKTERILERIN OZELLIKLERI

Lactobacillus cinsi bakteriler Lactobacillaceae familyasina ait olup LAB

(Laktik Asit Bakterileri) grubundandir. Lactobacillus turleri gram pozitif, katalaz
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negatif, spor olusturamayan, genelde hareketsiz, fakiltatif anaeorob veya
mikroaerofilik mikroorganizmalardir. Cogu basil olmakla birlikte bazi tirler koko-

basildir %",

Lactobacillus turlerinin gelisebilmeleri icin aminoasit, peptit, nukleik asit
tlrevi vitamin, tuz, yag asidi veya yag asidi esterleri ile fermente edebilecekleri besin
maddelerine ihtiyac duyarlar 2. Ayrica gelisebildikleri optimum sicaklik 30-40°C
arasidir. Bu mikroorganizmalar fermentasyon sonucu laktik asit Grettikleri icin

ortami pH’sini 3.2-3.5%e kadar dustirirler. Bu nedenle de aside dayaniklidirlar .

Elektron mikroskobuyla yapilan incelemelerde Lactobacillus cinsi bakteriler
5 ana kisimdan olustugu gosterilmistir. Bunlar hiicre duvari, sitoplazmik membran,

ribozomlar ve niikleer (kromozomlar ve plazmidler) elementlerdir ™.

Hicre duvari; Lactobacillus cinsi bakterilerde 20-40 nm kalinliginda, mineral
maddeler (tuz vb.), su ve metabolitleri gecirebilen peptidoglikan (murein) bir
tabakaya sahiptirler Peptidoglikan, N-asetilglikozamin ve N-asetilmurminik asit
monomerlerinden olusurlar. Hiicre ¢eperinde bu monomerlerin disinda teikoik asit,
sekerler, proteinler ve noétr polisakkaritler de bulunur. Teikoik asit huicre duvarinin
negatif ylkinden ve antijenik karakterinden sorumludur. Teikoik asit, ribitol fosfat
veya gliserol fosfat polimerlerinden olusurlar. Bakterilerin hilcre duvari, cogalma ve

azotlu maddelerin parcalanmasinda rol alan proteaz enzimlerine sahiptirler ™.

Probiyotiklerin en 6nemli karakteristik 6zelliklerinden bir tanesi bagirsak
adhezyon yetenegine sahip olmalaridir. Bu yeteneginde hiicre duvarinda bulunan

teikoik asit ve lektin benzeri maddelerden kaynaklandigi belirtilmistir ”.

Sitoplazmik membran; Laktik asit bakterilerinin proteinleri kullanabilecegi
biylklige getirilmesi icin gerekli olan enzimler burada bulunmaktadir. Ayni
zamanda bu reaksiyon sitoplazmik membranda gerceklestirilmektedir. Bunun
yaninda sitoplazmik membranda fosfotransferaz enzimleriyle aktif tasimada
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yapiimaktadir. Peptidoglikanlarin ekstraselliler polimerizasyonu igin gereken

enzimler de sitoplazmik membranda bulunmaktadir .

Ribozomlar: LAB ribozomlari 70S tipindedir. 70S, 50S biyuk ve 30S kuguk
olmak tizere iki alt Gniteden olusur. 50S’lik buylk alt birim 5S r-RNA ve 23S r-RNA
ile yaklasik 35 cesit protein; 30S’lik kiglk alt birim ise 16S r-RNA ve 25 farkl
protein icerir. Laktik asit bakterilerinin birbirlerinden ayiriminda 16S r-RNA’nin
Ozelliklerinden yararlaniimakta ve 16S r-RNA’nin degisen ve degismeyen kisimlar
bulunur. Degisen kisimlar yakin akrabaliklari, degismeyen kisimlar ise uzak
akrabaliklarin tespitinde kullaniimaktadir .

Plazmid: Laktik asit bakterilerinin ¢cogu en az bir adet plazmid icerir.
Plazmidler, ekzopolisakkarit ve antimikrobiyal madde sentezi gibi koruma gorevi

listlenmistir ",
Laktik asit bakterileri, glikozu laktik asit veya bunun yaninda diger uriinlere
fermente etme Ozelliklerine gore homofermantatif ve heterofermantatif laktik asit

bakterileri olarak iki ana gruba ayrilmaktadir. Bu ayirim sekerlerin temel yikim
yollarindaki farkliliktan kaynaklanmaktadir .

Homofermantatif laktik asit bakterileri glukozu, Fruktoz Di Fosfat (FDP)

yolu ile parcalayarak fermantasyon sonucu % 99 oraninda laktik asit, % 1 oraninda

diger bilesikleri meydana getirirler "*7°.

Homofermantatif yol:

CsH1205 —» 2 CH3-CHOH-COOH (Laktik Asit)

CeH1206 —» CH3-CHOH-COOQOH + CH3-CH,-OH + CO;
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Heterofermantatif laktik asit bakterileri, glikozu Hegzos Mono Fosfat (HMF)
yolu ile parcalayarak fermantasyon sonucu % 70 laktik asit Uretilir. % 30 oraninda da

diger bilesikleri, 6zellikle asetik asit, etil alkol ve karbondioksiti olustururlar 7~"°.

Heterofermantatif yol:

CeH1206 —» CH3-CHOH-COOH + CH3-COOH + CO;,

Lactobacillus tlrleri tarafindan fermantasyon sonucu dretilen laktik asidin
fermente Urlnleri koruyucu etki gostermesinden dolayl, bu mikroorganizmalar
yillardir gida endustrisinde kullaniimaktadirlar. Ayrica bakteriosin ve diger
antimikrobiyal madde Uretimleri ve GRAS (Genellikle givenli olarak taninan)
statlisiinde yer almalari nedeniyle, dogal ve teknolojik uygulamalarla Uretilen ve bu

bakterileri iceren gidalar insan sagligini higbir sekilde olumsuz olarak etkilemezler
70

2.3.1 Lactobacillus Trlerinin Urettikleri Antimikrobiyal Maddeler

Laktik asit bakterileri, insan saghgina faydali olmalari ve fermantasyon
yapabilmelerinden dolayi, gidalarda uzun yillardan beri glvenli bir sekilde
kullanilmaktadirlar. Bu nedenle gida endistrisinde blylk éneme sahiptirler. Ayrica
bu bakterilerin gidalarin biyokontroliinde de ayri bir 6énemi vardir. Patojen olan
bakterilerin bircogu Laktik asit bakterileri tarafindan son (rln olarak Uretilen bazi
maddelere karsi hassastirlar.  Laktik asit bakterilerinin  antagonistik etki
mekanizmalari icerisinde son yillarda tizerinde en fazla durulan maddeler Laktik asit,

Hidrojen peroksit (H,0.) ve Bakteriosindir 8%,

2.3.1.1. Laktik asit

Laktik asitler, laktik asit bakterileri tarafindan laktozun yikimi sonucu olusan

maddelerden biridir. Eksi tatta ve kokusuz bir organik asittir. Laktik asit
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bakterilerinin inhibisyon etkisinin cogunlukla laktik asitten kaynaklandigi

s6ylenebilir 55,

Laktik asit olusumu, iki basamakli reaksiyon sonucu meydana gelir. ilk
olarak laktozun, laktik asit bakterileri tarafindan olusturulan laktaz (p-galaktosidaz)
enziminin etkisiyle, glikoz ve galaktoza parcalanmasi gerceklesir. Bunun ardindan da

glikoz laktik aside dontisiir &,

Laktaz
(B-Galaktosidaz)
Laktoz + H,0O » Glikoz + Galaktoz

2CgH1206 » 4CH;CHOHCOOH
Laktik asit

Bu degisim, homofermantatif laktik asit bakterilerinin, Embden-Meyerhof-
Parnas’in belirttigi  fruktoz-1,6 difosfat metabolik yolunu izleyerek, glikoz
molekdlund, 3C’lu piruvata ve ardindan laktik aside donlsturmesiyle gergeklesir.
Ancak ortamda heterofermantatif laktik asit bakterileri varsa bu bakteriler, glikozun
yikimint  Embden-Meyerhof-Parnas yolu vyerine fosfoketolaz glikolitik yolu
kullanihir. Sonucta laktik asidin yani sira asetik asit, etil alkol, ve CO, gibi

maddelerde aciga gikar ®.

Laktozun fermantasyonu sonucunda, D (-) ve L (+) laktik asit olmak Gzere iki
laktik asit izomeri meydana gelir. L (+) laktik asit, insan organizmasinda daha hizli
ve kalinti kalmayacak sekilde metabolize olur. D (-) laktik asit ise ¢ok yavas bir
sekilde yikima ugrar. Bu nedenle viicuda fazla miktarda D (-) laktik asidi alinimi
istenmez. WHO (Dunya saglik orgutd) ile FAO (Dinya gida 6rgatu) tarafindan,

guinliik D (-) laktik asit alinimi 60 mg/kg viicut agirhn ile sinirlandirilmistir &,

Laktik asit, tabiatta ¢ok yaygin olarak bulunan asitlerden birisidir ve genis
sekilde gida koruyucusu olarak kullaniimaktadir. Laktik asit insanlar tarafindan
peynir, tereyagi, bira, ekmek hamuru, sittozu iceren gidalar, sigir, koyun ve kanatl

karkaslarinda koruyucu olarak kullaniimaktadir .
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2.3.1.2. Hidrojen peroksit (H20,)

Bazi laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal etkileri H,O, Uretimlerine
dayandiriimaktadir.  H,O, laktik asit bakterileri gibi katalaz  negatif
mikroorganizmalar tarafindan aerobik sartlarda Uretilmektedir. Ksantin oksidaz,
glukoz oksidaz, askorbik asit, sulfidril oksidaz, piruvat oksidaz, NADH oksidaz ve o-
gliserofosfat oksidaz veya laktat oksidaz gibi enzimlerin varliginda gerceklesen

reaksiyonlarda atmosferik oksijenin dogrudan indirgenmesi ile meydana gelmektedir
83, 84

D-glikoz + H,0 + O, — D-glukonik asit + H,0,

H20,’nin dretimi 5 °C ve 7 °C’de en yuksek seviyeye ulasmaktadir ki bu

durum asit tretimi ile zitlik gstermektedir .

Hidrojen peroksit termodinamik acidan kararsiz bir bilesiktir. Ortama da

katalaz varliginda su ve oksijene ayrilir .

Katalaz
2H,O0p —— » 2H,0+0,

2.3.1.3. Bakteriosin

Bakteriosinler, cesitli laktik asit bakterileri tarafindan Uretilen, protein veya
peptid yapida, hassas hucrelerdeki reseptorlere baglanabilen antimikrobiyal
maddelerdir. Uretimleri biyik oranda plazmid DNA tarafindan kodlanmaktadir.
Laktik asit bakterilerinin tiim cinslerinde bakteriosin Gretimi belirlenmistir. Ozellikle,
Streptococcus ve Lactobacillus cinslerinde bu metabolitin Gretimi oldukc¢a yaygindir.
Bu cinsler igerisinde siniflanan tirlerin, bakteriosin tretim sikliklari da birbirinden

farklilik gostermektedir .
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Protein veya peptitlerden olusan ve diger mikroorganizmalara karsi
antogonistik etki gosteren bakteriosinlerin proteolitik enzimlerle inhibe edilebilecegi

aciklanmistir &'

2.4. BAGIRSAK MIKROFLORASI

Metchnikoff saglikli bir yasam icin bagirsaklarin cok énemli bir organ
oldugunu dustinmekteydi. Yasami boyunca bagirsaklarda gergeklesen olaylar
¢cozmeye calismis ve bu organin 6nemini vurgulamistir. Bu konudaki dusuncelerini
hastalandigi sirada arkadasina soyle ifade etmistir. “Otopsimi yapacak misin?

Bagirsaklarima dikkatli bak, orada bir seyler oldugunu diistintiyorum %.”

Gastrointestinal sistem insan viicudunda 400m?lik bir alana sahiptir. Bu
sistemin 200m?’sini olusturan bagirsaklar emici yiizeyi ile gidalarin sindirildigi,
bilesenlerin absorbe edildigi, posa kisimlarin diski olarak atildigi bir organdir.
Bunlarin yani sira insan vicudununki en biytk diffiz lenfoid bir doku 6zelliginde

olan mukozas! ile miikemmel bir bagisiklik sistemi organidir 19859

Bir insanin yasami boyunca yaklasik 60 ton yiyecegin gastrointestinal
sisteminden gectigi hesaplanmistir *°. Bu sistem, cok genis bir yiizey alanina sahip
olmasi, besin maddelerinin burada sindirilmesi ve insan viicudunun sahip oldugu 1si

sayesinde mikroorganizmalar igin son derece uygun bir ortam olusturmaktadir.

Yeni dogmus bir bebek steril durumdadir. Dogumdan hemen sonra
cevresindeki mikroorganizmalarla kontamine olur. ilk olarak E. coli ve
Streptococcus thrleri  baskindir. Bebek anne suti  ile beslendikce bu
mikroorganizmalarin yerini Bifidobacterium tlrleri alir. Anne sitl kesildiginde
yetiskin florasi olusmaya bagslar. Yetiskin bir insanin bagirsaklarinda yaklasik 500
farkh turde mikroorganizma gelisebilir. Bu mikroorganizmalar kitlece 1-2 kg’a

kadar ulasabilmektedirler 2,
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Gastrointestinal sistemi olusturan kisimlar mikroorganizmalar igin farkl
ortamlar saglarlar. Bu nedenle her kisimda farkli tirde mikroorganizmalara
rastlanmaktadir. Gastrointestinal sistemde yer alan mikroorganizmalar ve yerleri

Sekil 1’de gosterilmistir.

YEMEK BORUSU MIDE

Mikroorganizma yok 10% cfu/gr
Candida albicans

Helicobacter pylori
Lactobacillus

ONiKi PARMAK BAGIRSAGI Streptococous

107 -10° cfufgr
Bacteroides
Candida albicans
Lactobacillus

Streptococcus \
iNCE BAGIRSAGIN o

BASLANGIC KISMI
10%107 cfufgr
Bacteroides
Candida albicans

Lactobacillus & N ¢ _fl_ 2 ¥
{ J—'- INCE BAGIRSAGIN

Streplococous

KALIN BAGIRSAK \ 5 f’;ﬂlgal i";
10%-10% cfu/gr L i '}du ar
Bacteroides, Bacillus, Bifidobacternum, i 'f”? i
At £ Clostridium
Clostridium, Enterococeus, Eubacterium, !
Fusobacterium, Peptostreptococous Crlernhaciemcens
’ ! Lactobaciflus

Ruminococcus, Streptococous 5
i B Veillonellz

Sekil 1. Gastrointestinal sistemin degisik kisimlarinda yer alan mikroorganizmalar 2.

2.5. ANTAGONOSTIK ETKIDE KULLANILAN
MIKROORGANIZMALAR

Patojen mikroorganizmalara karsi micadelede kullanilan yontemler 6nemli
bir konudur. Hem ekonomik agidan hem de kullanilan ilaglarin yan etkisi
bakimindan en ideal olan secilmelidir. Probiyotik bakterilerin viicut savunmasina

yardimci oldugu bilinmediktedir. Bu amagla ¢alismamizda kullanilan Lactobacillus
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suslarinin glinimuizde en yaygin olan patojenlere karsi antogonistik etkileri
arastiriimistir. Calismada kullanilan patojen mikroorganizmalar asagida verilmistir

2.5.1. Escherichia coli

Siniflandirmada Enterobacteriaceae familyasinda yer alan E. coli; gram
negatif, cubuk seklinde, fakultatif anaerob, peritrik kirpikli ve kapsiler yapida olan
bir bakteridir. Boyutlari 1-2 pm uzunlugunda ve 0.1-0.5 pum capindadir. E. coli

laktozu fermente edebilme dzelligine sahiptir " %.

E. coli bakterilerinin dogal yasam ortamlari insan ve hayvanlarin
bagirsaklaridir. Bu 6zelliklerinden dolayr su ve besinlerde fekal kirlenmenin
gostergesidir. E. coli firsat¢l bir patojendir. insanlarda bakteri enfeksiyonlarinda en
sik rastlanan etkendir. Aslinda bagirsak mukozasina yerlestiklerinde diger
patojenlerle rekabet halindedirler. Ancak normal flora Uyesi olarak bulunduklar
yerden baska yerlere ulasirlarsa ve burada tremeleri igin elverisli kosullar varsa

bagirsak disi enfeksiyonlar neden olmaktadirlar %.

2.5.2. Staphylococcus epidermidis

S. epidermidis, Micrococcaceae familyasindan olup gram pozitif ve kok
seklinde fakultatif anaerob bir bakteri tlridir. Katalaz pozitif ve koagiilaz negatif

Ozelliktedir. Zaman zaman insan ve hayvan cildinin mukoz membranlarinda goralur
90,91

S. epidermidis Klasik firsat¢i patojenlerdendir. Yabanci cisimlerin
yuzeylerinde biyofilm olusturma yetenekleri nedeniyle yabanci cisimlerle iliskili
enfeksiyonlara neden olur. Bu agidan immin sistemi yetersiz calisan hastalar ve

stirekli kateter takili olan hastalar icin biiyiik bir risktir ",
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2.5.3. Neisseria sp.

Neisseria, gram negatif, aerob, hareketsiz, sporsuz, bazen kapsulll, oksidaz
pozitif, katalaz pozitif, 0.6-1.0 pm capindadir. ikili kokobasil ve kisa zincirler halinde
gorulebilir. Neisseria’lar genelde kok seklinde olduklarindan iki dik boyutta boltnerek
diplokok (mikroskopla bakildiginda kahve tanesine benzer bir yapida) gorulebilirler.

insan viicudu disinda kisa stirede 6len tipik mukaza parazitleridir ** %2,

insanlarda patojen olan tiirler asil olarak N. gonorrhoeae ve N. meningitidis
olup, N. flavescens, N. subflava, N. mucosa, N. sicca, N. cinerea, N. lactamica, N.
denitrificans, N. elongata, N. weaveri patojen 6zellik gostermeyip nazofarinks

mukozasinda flora elamani olarak bulunur %.

2.5.4. Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae; hareketsiz, sporsuz, 1-2 um boyunda ve 0.5-0.8 um eninde
ikiserli ya da kisa zincir halinde basillerdir. Gram negatif, polisakkarid yapida
kapsulll, aerop ve fakultatif anaerop 6zellik gosterebilen, 37 °C ve pH 7°de iyi

tireyen bakterilerdir %

E. coli gibi Enterobacteriaceae familyasinda yer alan K. pneumoniae, saglikli
insanlarda st solunum yolu ve diski florasinin % 5-10"unu olusturan bir bakteri
oldugu icin patojenligi uygunsuz kosullar karsisinda firsat¢i patojen olarak ortaya

cikar. Bu nedenle hastane enfeksiyonlarindan sorumlu bir bakteridir * .

K. pneumoniae, pndémoninin yani sira idrar yollari enfeksiyonuna, yara

enfeksiyonuna ve bakteriyemiye neden olmaktadir %.
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2.5.5. Pseudomonas aeruginosa

Gram negatif, zorunlu aerobik, basil veya kokobasil seklinde, 0.5-0.8 um
eninde 1.5-3.0 um boyunda, sporsuz ve polar flagellasi ile hareket edebilen, katalaz
pozitif, sitrat pozitif, metil kirmizisi negatif, Voges Proskauer negatif, bir bakteri
olan P. aeruginosa, insan patojenidir. En iyi 37 °C’de remekte olup 42 °C’de de

tireyebildikleri rapor edilmektedir %%

Gen¢ kaltarler, Gzerinde buyulyebildigi ortamlarda genellikle mavi-yesil bir

pigment ¢ikarir. Aerobik olmalari nedeni ile gidalarin yuzeyinde hizli gelisebilmeleri

sonucu okside tirtinler ve mukoz madde olustururlar %.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. MATERYAL

3.1.1. Materyal Ornekleri

Bu calismada kullanilan 25 adet Lactobacillus cinsine ait bakteriler, belirli bir
sikayet (zerine Kirsehir Devlet Hastanesine basvuran 25-50 yas arasi 48 hastanin
gaitasindan izole edilmistir. Orneklerin aliminda hastalarda bagirsak problemlerinin

olmamasina dikkat edilmistir.

Lactobacillus spp. suslarinin antagonistik etkilerinin tespiti icin kullanilan E.
coli (ATCC 25922), P. aeruginosa (ATCC 27853), K. pneumoniae (ATCC 25656) S.
epidermidis (ATCC 12228) ve Neisseria sp. izmir Behget Uz Cocuk Hastanesi kiltir

kolleksiyonundan temin edilmistir.

3.1.2. Bakterilerin Aktiflestirilmesi ve Gelisme Ortamlari

Calismada kullanilan tim test bakterileri uygun sivi besiyeri ve sicaklikta 24-
48 saat inkibe edilerek aktiflestirilmistir. Lactobacillus trleri icin MRS (Man
Ragosa and Sharpe) broth ve agari (Merck) kullanilmistir. Ayrica Lactobacillus
suslarinin antimikrobiyal analizi icin sisteinli MRS agar kullaniimistir. Lactobacillus
suslarint inhibitor etkilerinin tespiti icin kullanilan E. coli (ATCC 25922), S.
epidermidis (ATCC 12228), Neisseria sp., K. pneumoniae (ATCC 25656) ve P.
aeruginosa (ATCC 27853), aktiflestirilmesi ve stoklanmasi icin Nutrient sivi ve Kkati
besiyeri (Merck), inhibitor etki calismasinda ise Muller Hinton kati besiyeri (Merck)

kullantimistir.
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3.1.3. Calismalarda Kullanilan Besiyerleri

MRS (Man Ragosa and Sharpe) Sivi Besiveri

Maddeler a/L
Pepton 10.0
Beef Ekstrakt 10.0
Yeast Ekstrakt 5.0
Glikoz 20.0
Tween 80 1.08 mL
KoHPO, 2.0
Sodyum Asetat.3H,0 5.0
Tri-Amonyum Hidrojen Sitrat 2.0
MgS0,.7H,0 0.2
MnS0O,4.4H,0 0.05

Maddeler 1000 mL distile suya ilave edilmistir. Besiyerinin pH’si 0.01 N HCI
ve 0.01 N NaOH kullanilarak 6.2 + 0.2’ye ayarlanmistir. Amaca uygun olacak
sekilde besiyerine %1.5 oraninda agar ilave edilerek kati besiyeri hazirlanmistir.

Hazirlanan buttn besiyerleri 121 °C’de 15 dakika sureyle otoklavda steril edilmistir
96

Nutrient Sivi Besiyeri

Maddeler a/L
Pepton 5.0
Beef Ekstrakt 1.0
Yeast Ekstrakt 2.0
Sodyum Klordr 5.0

Maddeler 1000 mL distile suya ilave edilmistir. Besiyerinin pH’si 0.01 N HCI
ve 0.01 N NaOH kullanilarak 6.2 + 0.2’ye ayarlanmistir. Amaca uygun olacak
sekilde besiyerine % 1.5 oraninda agar ilave edilerek kati besiyeri hazirlanmistir.
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Sisteinli MRS Besiveri

Hazirlanan buttin besiyerleri 121 °C’de 15 dakika sureyle otoklavda steril edilmistir

Maddeler a/L
Pepton 10.0
Beef Ekstrakt 10.0
Yeast Ekstrakt 5.0
Glikoz 20.0
Tween 80 1.08 mL
K;HPO, 2.0
Sodyum Asetat.3H,0 5.0
Tri-Amonyum Hidrojen Sitrat 2.0
MgS0,.7H,0 0.2
MnS0O,.4H,0 0.05
L-Sistein 2.0
Na,HPO, 2.0

Maddeler 1000 mL distile suya ilave edilmistir. Amaca uygun olacak sekilde

Muller Hinton Besivyeri

besiyerine % 1.5 oraninda agar ilave edilerek kati besiyeri hazirlanmistir. Hazirlanan

buitiin besiyerleri 121 °C’de 15 dakika stireyle otoklavda steril edilmistir *.

Maddeler a/L
Meat infusion 2.0
Casein hydrolysate 17.5
Starch 1.5

Maddeler 1000 mL distile suya ilave edilmistir. Amaca uygun olacak sekilde
besiyerine % 1.5 oraninda agar ilave edilerek kati besiyeri hazirlanmistir. Hazirlanan
biitiin besiyerleri 121 °C’de 15 dakika siireyle otoklavda steril edilmistir *°.
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Dusuk Asitli (pH 2.0, 2.5 ve 3.0) MRS Sivi Besiveri

Maddeler a/L
Pepton 10.0
Beef Ekstrakt 10.0
Yeast Ekstrakt 5.0
Glikoz 20.0
Tween 80 1.08 mL
K;HPO, 2.0
Sodyum Asetat.3H,0 5.0
Tri-Amonyum Hidrojen Sitrat 2.0
MgS0O,.7H,0 0.2
MnS0O,.4H,0 0.05

Maddeler 1000 mL distile suya ilave edilmistir. MRS sivi besiyeri 3 N HCI
ile pH 2.0, 2.5 ve 3.0 ayarlanmis ve 121 °C’de 15 dakika sireyle otoklavda

sterilizasyon yapilmistir 1.

Yiksek Konsantrasyonlu Safra Tuzlu (%0.3, %0.5, %1.0 ve %1.5 Oxqgall)
MRS Besiyeri

Maddeler a/L
Pepton 10.0
Beef Ekstrakt 10.0
Yeast Ekstrakt 5.0
Glikoz 20.0
Tween 80 1.08 mL
KoHPO, 2.0
Sodyum Asetat.3H,0 5.0
Tri-Amonyum Hidrojen Sitrat 2.0
MgS0,.7H,0 0.2
MnS0O,4.4H,0 0.05
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Maddeler 1000 mL distile suya ilave edilmistir. Sivi MRS besiyerine % 0.3,
% 0.5, % 1.0 ve % 1.5 (w/v) oranlarda safra tuzu (oxgall) ilave edilmistir. Besiyerleri
121 °C’de 15 dakika stireyle otoklavda steril edilmistir *°*.

Safra Tuzu Hidroliz Besiveri

Maddeler a/L
Pepton 10.0
Beef Ekstrakt 10.0
Yeast Ekstrakt 5.0
Glikoz 20.0
Tween 80 1.08 mL
K;HPO, 2.0
Sodyum Asetat.3H,0 5.0
Tri-Amonyum Hidrojen Sitrat 2.0
MgS0O,.7H,0 0.2
MnS0O,.4H,0 0.05

Maddeler 1000 mL distile suya ilave edilmistir. Safra tuzu,% 0.5 kolik asit, %

otoklavda steril edilmistir %%,

0.37¢/L CaCl; ilave edilmistir. Hazirlanan besiyeri 121 °C’de 15 dakika streyle

Antagonistik (% 0.2’lik glikozlu) MRS Sivi Besiyeri

Maddeler a/L
Pepton 10.0
Beef Ekstrakt 10.0
Yeast Ekstrakt 5.0
Glikoz 0.20
Tween 80 1.08 mL
K;HPO, 2.0
Sodyum Asetat.3H,0 5.0
Tri-Amonyum Hidrojen Sitrat 2.0
MgS0,.7H,0 0.2
MnS0O,.4H,0 0.05
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Maddeler 1000 mL distile suya ilave edilmistir. Hazirlanan besiyeri 121
°C’de 15 dakika siireyle otoklavda steril edilmistir *®,

3.2.METOD

3.2.1. izolatlarin izolasyonu ve idendifikasyonu

Kirsehir Devlet hastanesine basvurmus 25-50 yas arasi 48 hastadan alinan
gaitalar steril serum fizyolojik ile seyreltilerek MRS agar Uzerine ¢izgi ekim
yapilmis, anaerob jarda 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonucunda
petrilerde olusan Kirli beyaz, beyaz ve opak koloniler alinmis, faz-kontrast
mikroskopta Gram &zelligi incelenerek, Gram pozitif, basil bakteriler secilerek
numaralandirilmistir **. Numaralandirilan suslarin idendifikasyonu APl 50 CHL

Medium (Bio Mérieux La Bali Grottes, France) kullanilarak yapiimistir.

APl 50 CH mikroorganizmalarin karbonhidrat metabolizmasinin calismasini
saglayan 50 biyokimyasal testten olusan bir sistemdir. APl 50 CH, Lactobacillus ve
ilgili tdrlerin tanimlanmasi icin API 50 CHL Medium ile kullanilir. API 50 CH stribi,
karbonhidrat ailesi ve onun tdrevlerine ait olan substratlarin fermantasyonunu
kullanan 50 mikro tup icermektedir. Fermantasyon testleri substratlari sulandiran
APl 50 CHL Medium ile eklenir. inkiibasyon sirasinda, fermantasyon asidin
anaerobik Uretimi ile ve secilen besiyerinde bulunan pH indikatori tarafindan

saptanan tipte renk degisimi olarak ortaya c¢ikar.

3.2.2. Lactobacillus spp. Suslarinin Muhafazasi

Eppendorflar, icerisine yaklasik 300 pL gliserol (Merck) dagitilarak, 121
°C’de 15 dakika sureyle steril edilmistir. Gaitadan izole edilen suslar MRS broth
besiyerinde 37 °C’de 24 saat sireyle anearob ortamda ard arda iki kez

aktiflestirilmis, aktif kilturlerden 600 pL alinarak gliserol iceren steril eppendorflara
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paralelli olarak aktariimistir. Derin dondurucuda -20 °C’de depolanarak muhafaza

edilmistir &,

3.2.3. Patojen Suslarin Aktiflestirilmesi ve Muhafazasi

Lactobacillus suslarinin patojen mikroorganizmalar Uzerine antagonostik
etkilerinin tespiti amach kullanilan E. coli (ATCC 25922), P. aeruginosa (ATCC
27853), K. pneumoniae (ATCC 25656) S. epidermidis (ATCC 12228) ve Neisseria
sp. bakterileri Nutrient Broth besiyerinde 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilarak
aktiflestirilmis olup yatik Nutrient Agar besi yerinde + 4 °C’de buz dolabinda

muhafaza edilmistir *°,

3.2.4. Asit Direngliliginin Belirlenmesi

16 saatlik durgun fazdaki aktif Lactobacillus spp. suslari, HCI (3.0 M) ile
farkli pH degerlerine ayarlanan (2, 2.5 ve 3) taze MRS broth besi yerine inokiile
edilmistir. Daha sonra Ornekler 37 °C’de 3 saat inkibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasi alinan orneklerin ortalama asitligini nétralize etmek icin,
hazirlanan PBS (Fosfat sollsyonu) c¢ozeltisinde (0.01M ve pH 6.2 seklinde
ayarlanmis) seri diliisyonlar (107 107) yapilmis, seyreltilen kiiltiirlerden 100 pL
alinarak MRS Kkati besiyeri (zerine drigalski spatili yardimi ile yayma ekim
yapiimistir. 37 °C’de 24 saatlik inklbasyon sonrasi petri yizeyindeki canli

mikroorganizma sayis tespit edilmistir *%°.

3.2.5. Yuksek Safra Tuzu (Oxgall) Konsantrasyonlarina Direngliligin

Belirlenmesi

izole edilmis tiirlerin safra tuzu varliginda canlihgini koruyabilirligi, Dunne
ve ark.(2001) metoduna gore yapilmistir. igerisine % 0.3, % 0.5, % 1.0 ve % 1.5
(w/v) oranlarda oxgall (sigma) ilave edilmis MRS broth besiyerine, 16 saatlik durgun

fazdaki Lactobacillus spp. suslari inokdle edilerek, 37 °C’de 3 saat inkiibasyona
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birakilmistir. inkiibasyon sonunda her kiiltiirden 5 log;o CFU (10° CFU) fizyolojik su
icerisinde dilisyon yapilmistir. Seyreltilen kalturlerden 100 pL alinarak MRS Kkati
besiyeri (pH 6.2) Uzerine yayma ekim yapilarak 37 °C’de 24 saat inkiibasyona

birakilmistir. inkiibasyon sonrasi plak tizerinde canli koloni sayimi yapilmistir %197,

3.2.6. Safra Tuzu (Kolik Asit) Hidrolizinin Belirlenmesi

Lactobacillus spp. suslarinin Safra tuzu (kolik asit) hidrolizinin belirlenmesi
amaci ile hazirlanan MRS agar besiyerine % 0.5 kolik asit, % 0.37 g/L CacCl, ilave
edilmistir. Hazirlanan bu besiyeri 121 °C’de 15 dakika silreyle otoklavda steril
edilmigtir. Sterilizasyon sonrasi petrilere dokilen besiyerleri sogumaya birakilmis
soguyan besi yerine 16 saatlik taze kilttrlerden 10 pL ahnarak yayma ekim
yapiimistir. 24 saat 37 °C’de inklibasyona birakilan suslarin safra hidroliz aktivitesi,
inkiibasyon sonrasinda opak tanecikli beyaz kolonilerin etraflarinda zon olusturma ve

olusturmama 6zelliklerine gére degerlendirilmistir 1% 1%,

3.2.7. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Gaitadan izole edilen Lactobacillus spp. suslarinin ampisilin (10 pg),
basitrasin (10 unit), eritromisin (15 pg), gentamisin (10 pg), meropenem (10 pg)
penisilin (10 unit), piperasilin (100 pg), rifampin (5 pg), seftazidim (10 pg),
teikoplanin (30 ug), tetrasiklin (30 pg), trimetoprim (5 pg), vankomisin (30 ug),

antibiyotiklerine karsi duyarliliklar test edilmistir.

izole edilmis Lactobacillus spp. suslari 37 °C’de ard arda iki kez MRS sivi
besiyerinde aktiflestirilmistir. Aktif kiltiirlerden 100 uL alinarak sisteinli MRS katl
besiyeri iceren petrilere aktarilmis, steril drigalski spatuli ile yayma ekim
yapilmistir. icerisinde besiyeri ve bakteri iceren bu petriler iizerine denenecek olan
antibiyotik diskler steril bir sekilde yerlestirilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyon sonucunda antibiyotik disk cevresinde olusan zonlarin
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caplart kumpas ile milimetrik olarak Olgilmastir. Sonuclar NCCLS (Klinik

Laboratuvar Standartlari Ulusal Komitesi) kriterlerine gére degerlendirilmistir 10942,

3.2.8. Bazi Patojen Mikroorganizmalara Karsi Antagonostik Etkilerin

Belirlenmesi

izole edilen Lactobacillus suslari 37 °C’de ard arda iki defa MRS sivi besi
yerinde aktiflestirilmistir. Aktif kalttrler 5000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifij sonunda elde edilen supernatant steril sartlarda alinip 0.45 pm’lik

disposable filtreden gecirilerek mikrofiltrasyon yolu ile steril edilmistir %,

Calismada patojen olarak secilen E. coli (ATCC 25922), P. aeruginosa
(ATCC 27853), K. pneumoniae (ATCC 25656) S. epidermidis (ATCC 12228) ve
Neisseria sp. Nutrient sivi  besiyerinde uygun sicaklikta inkube edilerek
aktiflestirilmistir. Aktif kultirlerden 50 pL alinarak icerisinde 50 °C’de 20 mL
Muller Hinton (Merck) agar steril besiyeri bulanan petrilere aktariimistir. Besiyeri ve
bakterilerin homojen bir sekilde karisimi saglanmis ve besiyeri donana kadar oda
sicakhginda beklenmistir. Besiyeri dondugunda Uzerine 8 mm kalinhginda steril
cubukla kuyucuklar acilmistir ve kuyucuklarin tabani steril agarla sivanmistir.
Baslangicta Lactobacillus suslarindan elde edilen steril siipernatantlardan 100 pL
alinarak, acilan kuyucuklara aktarilmistir. Petriler 37 °C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. 24 saat sonunda kuyucuk cevresinde olusan zon caplari kumpas

yardimi ile milimetrik olarak dlctilmiistiir ***°,

3.2.9. Lactobacillus spp. Suslari Tarafindan Uretilen Bakteriosin veya

Bakteriosin Benzeri Maddelerin inhibitér Etkisinin Belirlenmesi

Lactobacillus suslarinin bakteriosin Gretimleri anaerobik (jar ve CO, Kkiti
kullanilarak) sartlarda belirlenmistir. Bu amagla 16 saatlik aktif kultirlerden alinarak
% 0.2 oraninda glikoz iceren MRS sivi besiyerine inokiilasyon yapilarak 37 °C’de 48

saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda, laktik asidin inhibisyon etkisini

31



gidermek icin kaltarli MRS Broth’un pH’st 1 N NaOH ile 6.5’ e ayarlanip 5000
rpm’de 15 dakika santriftj edilmistir. Santriftjle elde edilen stipernatant 0.45 pm’lik

membran filtreden gecirilerek mikrofiltrasyon yolu ile steril edilmistir **’.

Patojen bakteriler, Nutrient Broth besiyerinde uygun sicaklikta inklbe
edilerek aktiflestirilmistir. Aktif kiltirlerden 50 pL alinarak igerisinde 50 °C’de 20
mL Muller Hinton agar steril besiyeri bulanan petrilere aktariimistir. Besiyeri ve
bakterilerin homojen bir sekilde karisimi saglanmis ve besiyeri donana kadar oda
sicakhginda beklenmistir. Besiyeri dondugunda Uzerine 8 mm kalinhginda steril
cubukla kuyucuklar acilmistir ve kuyucuklarin tabani steril agarla sivanmistir.
Baslangicta Lactobacillus suslarindan elde edilen ve pH 6.5’e ayarlanmis steril
stpernatantlardan 100 pL alinarak, acgilan kuyucuklara aktarilmistir. Petriler 37
°C’de 24 saat inklibasyona birakilmistir. 24 saat sonunda kuyucuk gevresinde olusan

zon caplari kumpas yardimi ile milimetrik olarak élgtilmiistir **®,

3.2.10. Lactobacillus spp. Suslarinin Kolesterol Giderimi

Calismada disuk asitlige ve ylksek safra tuzuna dayanikli, safra tuzu
aktivitesi yuksek, antagositik etkiye sahip L. delbrueckii subsp. delbrueckii LS-1, L.
pentosus LS-2, L. plantaruml LS-11, L. plantaruml LS-12 ve L. fermentum2 LS-15
suslari secilerek kolesterol giderimi calisiimistir. Calismada 6nceden MRS sivi
besiyeri icersine % 0.3’lik oxgall, kolik asit ve taurocholic asit ilave edilerek 121
°C’de 15 dakika sureyle otoklavda steril edilmistir. Kolesteroli ylksek olan
hastalardan alinan kan (500 mg/dl) 10000 rpm de 10 dakika santriftij yapilarak ustte
kalan sivi kisimdan (serum) besiyerlerine (1/4 v/iw) oranlarinda eklenmistir. Elde
edilen karisimdan 10’ar mL alinarak steril tiplere dagitilmistir. Deneyler bir birinden
bagimsiz 2’ser paralel olarak ydritilmastir. Daha 6nce hazirlanan Lactobacillus
kilturlerinden 5 logyy CFU (10° CFU) dilisyondan 100 pL alinarak besi yerlerine
inokule edilmis ve kultlrler 37 °C’de 24 saat sureyle anaerob ortamda inkiibasyona
birakilmustir. inkiibasyon sonrasinda tiipler 10000 rpm 10 dakika santrifiij edilmis,
santriftj sonunda elde edilen supernatant ile kolesterol miktari enzimatik yontemle
SYNCHRON® Systems (Beckman Caulter, USA) Kkiti ile Unicel DxC800 model
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otoanalizator (Beckman Caulter, USA) cihazinda saptanmistir. Sonuglar mg/dl’den

ng/ml’ye cevrilmistir **°,
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. IZOLATLARIN IDENDIFIKASYONU

Bolum 3.2.1°de anlatildigi gibi gaitalardan elde edilen Ornekler inkube
edilmis, inkibasyon sonucunda ilk olarak koloni morfolojilerine goére bir elemine
yaptimistir. Resim. 1’de L. salivarius LS-22 susunun 24 saatlik inkibasyon

sonrasinda petri kabinda olusan koloni gortintimlerinin fotograflari verilmistir.

N
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Resim 1: MRS Agar izerinde 48 saat inkbasyona birakilmis L. salivarius LS-22
susunun Samsung S760 fotograf makinesi ile ¢ekilmis gorinttsa.

Resim 1’de goruldigu tzere kirli beyaz, beyaz ve opak koloniler alinmis, faz-
kontrast mikroskopta gram 0Ozelligi incelenerek, gram pozitif, basil bakteriler
secilerek numaralandiriimistir. Resim 2’de L. pentosus LS-2 susunun mikroskop

gorintusu verilmistir.
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Resim 2: L. pentosus LS-2 susunun Olympus, CH-2 CHT model i1sik mikroskobunda
100x10 buyitmede gorunum

Numaralandirilan suslarin idendifikasyonu API 50 CHL medium (Bio
Meérieux La Bali Grottes, France) kullanilarak yapilmistir. Yaptigimiz bu calismada,
25 adet Lactobacillus spp. susu izole edilmis ve 8 farkli Lactobacillus spp.
tanimlanmistir. Gaitadan izole edilen suslarin tirlere gére dagilhimi 11 adet L.
plantaruml (% 44), 6 adet L. fermentum2 (% 20), 3 adet L. pentosus (% 12), 1 adet
L. delbrueckii subsp. delbrueckii (% 4), 1 adet L. paracasei subsp. paracasei (% 4), 1
adet L. lactis subsp lactis (% 4), 1 adet L. curvatus (% 4) ve 1 adet L. salivarius (%

4) olarak tespit edilmistir. Suslarin isim ve numaralari Tablo. 2’ de verilmistir.

Jacobsen ve ark. (1999) '? tarafindan yapilan bir calismada saglikli yetiskin
ve ¢ocuklardan alinan feceslerde L. paracasei subsp. paracasei, L. plantarum, suslari
izole edilmistir. Moser ve Savage (2001)’ nin *** yaptiklari bir calismada yetiskin ve
bebek feceslerinden L. fermentum, L. paracasei subsp. paracasei suslarinin izole
edildigi bildirilmistir. Martin ve ark. (2006) ‘¥ tarafindan yapilan baska bir
calismada ise 1 aylik bebek fegeslerinden L. salivarius susu izole edilmistir. Klare ve

ark. (2007) *?* tarafindan yapilan insan kaynakli Lactobacillus spp. suslarinin izole
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edilmeye calisildigi bir arastirmada ise L. fermentum, L. plantarum ve L. salivarius
bakterilerinin izole edildigi rapor edilmektedir.

Tablo 2. Gaitadan izole edilerek tanimlanan suslarin adlari ve kodlari

SUS ADI SUS NO
L. delbrueckii subsp. delbrueckii LS-1
L. pentosus LS-2
L. pentosus LS-3
L. plantaruml LS-4
L. fermentum?2 LS-5
L. plantaruml LS-6
L. paracasei subsp. paracasei LS-7
L. plantaruml LS-8
L. lactis subsp. lactis LS-9
L. plantaruml LS-10
L. plantaruml LS-11
L. plantaruml LS-12
L. pentosus LS-13
L. plantaruml LS-14
L. fermentum?2 LS-15
L. fermentum?2 LS-16
L. curvatus LS-17
L. plantaruml LS-18
L. fermentum?2 LS-19
L. plantaruml LS-20
L. plantaruml LS-21
L. salivarius LS-22
L. plantaruml LS-23
L. fermentum?2 LS-24
L. fermentum?2 LS-25
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4.2. Lactobacillus spp. SUSLARIN ASIT DIRENCLILIGI

Lactobacillus spp. suslarinin asit direnclilikleri Bolim 3.2.3’te anlatildigi

sekilde tespit edilmistir. Sonuclar Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Lactobacillus suslarinin disuk pH (2.0, 2.5 ve 3.0) derecelerine
toleransi. (24 saat sonra)

Farkh pH degerleri

izolatlar 2.0 25 3.0

Canli mikroorganizma sayisi (cfu/ml)

L. delbrueckii subsp. delbrueckii LS-1 6x10’ 24x107 30x10’
L. pentosus LS-2 6x10’ 18x10’ 30x10’
L. pentosus LS-3 18x10’ 30x10’ 30x10’
L. plantarum1 LS-4 12x10’ 24x107 30x10’
L. fermentum1 LS-5 24x10’ 24x10’ 30x10’
L. plantaruml LS-6 18x10’ 30x10’ 30x10’
L. paracasei subsp. paracasei LS-7 12x10’ 30x10’ 30x10’
L. plantarum1 LS-8 12x10’ 30x10’ 30x10’
L. lactis subsp. lactis LS-9 12x10’ 30x10’ 30x10’
L. plantarum1 LS-10 6x10’ 30x10’ 30x10’
L. plantaruml LS-11 6x10’ 24x107 30x10’
L. plantarum1 LS-12 18x10’ 24x10’ 30x10’
L. pentosus LS-13 12x10’ 24x10’ 30x10’
L. plantarum1 LS-14 18x10’ 24x10’ 24x10’
L. fermentum2 LS-15 30x10’ 34x10’ 30x10’
L. fermentum2 LS-16 12x10’ 30x10’ 30x10’
L. curvatus LS-17 12x10’ 18x10’ 30x10’
L. plantarum1 LS-18 12x10° 30x10’ 30x10’
L. fermentum2 LS-19 6x10’ 30x10’ 30x10’
L. plantaruml LS-20 30x10’ 30x10 30x10’
L. plantarum1 LS-21 18x10’ 30x10’ 30x10’
L. salivarius LS-22 15x10’ 24x10’ 30x10’
L. plantarum1l LS-23 6x10’ 24x10’ 30x10’
L. fermentum2 LS-24 6x10’ 18x10’ 30x10’
L. fermentum2 LS-25 30x10’ 18x10’ 30x10’
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Dustk pH’ya direnclilik probiyotik mikroorganizmalar igin ¢ok 6nemli bir
kriterdir. Probiyotik mikroorganizmalarin ince bagirsaga gelene kadar mide asitligine

yakin pH degerlerine (< 3.0) dayanabilmeleri gerekmektedir **.

Tablo 3’te de goruldigu gibi pH degeri yukseldikce hicrelerin canli kalma
sayilarinda bir artis gozlenmektedir. Genel olarak pH 3.0 seviyesinde bitin

mikroorganizmalarin canliliklarini koruduklari gézlenmektedir.

Yaptigimiz calismada Lactobacillus suslarinin asit direncleri ile ilgili elde
ettigimiz sonuclara benzer sonuclari Prasad ve ark.’larida (1999) **° bulmustur.
Yapilan bu calismada insanlardan, st ve sut drlnlerinden izole ettikleri
Lactobacillus suslarini pH 3.0°te 3 saat canliliklari incelenmistir. Sonugta bu suslarin
% 80 oraninda canliliklarini koruduklarini gdzlemlemislerdir. Xanthopoulus ve
ark.’nin (2000) **° yapmis oldugu baska bir calismada ise, bebek fegeslerinden izole
edilmis L. acidophlus, L. gasseri, L. reuteri, ve L. rhamnosus tlrlerinden olusan 20

susun pH 3.0 de canhiliklarini %0.1-73.3 oraninda koruduklari belirtilmistir.

Asit direncliligi ¢alismamizda pH 2.0 degerinde ise canl kalabilme
oranlarinda pH 3.0’e go6re bir disus gozlenmektedir L. fermentuml LS-5, L.
fermentum2 LS-15, L. plantaruml LS-20 ve L. fermentum2 LS-25 suslarinin
canhihiklarini diger suslara gore daha iyi koruduklari tespit edilmistir. L. delbrueckii
subsp. delbrueckii LS-1, L. pentosus LS-2, L. plantaruml LS-10, L. plantaruml LS-
11, L. fermentum2 LS-19, L. plantaruml LS-23 ve L. fermentum2 LS-24 suslarinin

ise dustik pH degerlerine direnclerinin daha zayif oldugu tespit edilmistir.

Pereira ve Gibson (2002) ¥, insan fecesinden izole ettikleri L. fermentum
KC5b susunun pH 2’de 2 saat canlhihgini sirdirebilmesi ile aside toleransh sus

olarak belirlemislerdir. Haller ve ark. (2001) %

tarafindan yapilan bir calismada
cesitli kaynaklardan izole edilen Lactobacillus suslarinin pH 2.0 de canliliklari % 0-
93 olarak tespit edilmistir. Bu calismaya gore farkh turlerin hatta ayni susa ait
tarlerin, pH direnclerinin farkli olmasinin sebebi bakterilerin Ureme fazindaki

farklhihktan kaynaklandigi belirtilmistir.
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4.3. Lactobacillus spp. SUSLARIN YUKSEK SAFRA TUZU (OXGALL)
KONSANTRASYONLARINDA DIRENCLILIGI

Probiyotik mikroorganizmalar icin bir diger énemli kriter ise safra tuzlarina
karsi direncliliktir. Clnku insan sindirim sistemine giren bakteriler midenin asit
ortamindan gectikten sonra bagirsaklarda safra asitleri ve tuzlari ile karsilasirlar. Bu
bakterilerin canh kalabilmeleri agisindan safra tuzu toleranslarinin yiksek olmasi

gerekmektedir *%°.
Degisik safra konsatrasyonlarinda (% 0.3, % 0.5, % 1.0 ve % 1.5) 3 saatlik

inkiibasyona birakilan Lactobacillus suslarinin safra tuzu direncliligi Tablo 4’te

gosterilmistir.
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Tablo 4. Lactobacillus spp. suslarinin degisik dizeyde (% 0.3, % 0.5, % 1.0 ve % 1.5) safra tuzu (oxgall) toleransi

Farkl safra tuzu (oxgall) konsantrasyonlari (%)

izolatlar 0.3 0.5 1.0 15
Canli mikroorganizma sayisi (24 saat sonra) (cfu/ml)
L. delbrueckii subsp. delbrueckii LS-1 1320x10° 420x10° 240x10° 120x10°
L. pentosus LS-2 600x10° 300x10° 160x10° 100x10°
L. pentosus LS-3 120x10° - - -
L. plantarumi LS-4 360x10° 240x10° - -
L. fermentum1 LS-5 60x10° - - -
L. plantarum1 LS-6 280x10° - - -
L. paracasei subsp. paracasei LS-7 240x10° - - -
L. plantarum1 LS-8 180 x10° 60 x10° - -
L. lactis subsp. lactis LS-9 - - - -
L. plantarumi LS-10 120 x10° - - -
L. plantarumi LS-11 180 x10° 180 x10° 120 x10° 120x10°
L. plantarumi LS-12 180 x10° 120 x10° 100 x10° 60 x10°
L. pentosus LS-13 - - - -
L. plantaruml LS-14 - - - -
L. fermentum2 LS-15 300 x10° 260 x10° 200 x10° 160 x10°
L. fermentum2 LS-16 420 x10° 300 x10° 60 x10° -
L. curvatus LS-17 - - - -
L. plantarumi LS-18 180 x10° - - -
L. fermentum2 LS-19 720 x10° 240 x10° - -
L. plantaruml LS-20 - - - -
L. plantarumi LS-21 120 x10° - - -
L. salivarius LS-22 - - - -
L. plantarumi LS-23 360x10° - - -
L. fermentum2 LS-24 120 x10° - - -
L. fermentum2 LS-25 180 x10° 60 x10° - -

Canl kalma orani %76 %40 %24 %20



Tablo 4’te de goruldugu Uzere safra tuzuna dayaniklilhk agisindan suslar
arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Lactobacillus suslarinin % 0.3 safra tuzu iceren
ortamda canl kalabilme orant % 76 olmustur. Bu oran % 0.5 safra tuzu iceren
ortamda %40, %1 safra tuzu iceren ortamda % 24 ve % 1.5 safra tuzu iceren ortamda
ise %20’ye dusmastur. Bu ¢alismada safra tuzuna karsi toleransi en iyi olan suslar L.
delbrueckii subsp. delbrueckii LS-1, L. pentosus LS-2, L. plantaruml LS-11, L.
plantaruml LS-12, L. fermentum2 LS-15, L. fermentum2 LS-16 oldugu

g6zlemlenmistir.

Papamanoli ve ark’nin (2003) *2° % 3.0 safra konsantrasyonunun L. sakei, L.
curvatus, ve L. plantarum tlrlerine ait suslar Gzerinde inhibe edici etkisini
arastirmiglardir. Calismanin sonucunda L. sakei suslart % 100, L. curvatus suslari %
42 ve L. plantarum suslart % O oraninda inhibe edilmistir. Yapilan bir diger
calismada ise L. oris AS17 ve L. fermentum AS83 suslarinin %3.0 safra tuzu igeren
ortamda 4 saat sireyle safra tuzu toleransi incelenmis, bu iki susun % 3.0’lk safra
tuzuna konsantrasyonunda canliliklarini koruyabildikleri belirtilmistir. Bir baska
calismada ise, Gilliland ve Walker (1990) *** 12 adet L. acidophilus bakterisinin
safra toleransini incelemis, kulturler arasinda safra toleransi bakimindan 6nemli

farkliliklar tespit etmistir. Usman ve Hosono (1999) ™

yaptiklar calismada L.
gasseri bakterisinin suslari arasinda safra tuzlari toleransi bakimindan farkliliklar

oldugunu belirtmislerdir.

4.4 Lactobacillus spp. SUSLARININ SAFRA TUZU (KOLIK ASIT)
HIDROLIZI

Dekonjuge safra asitleri bagirsak florasi ile sekonder safra asitlerine

dénustiirilmektedir. Béylece serum kolesterol diizeyi disemektedir. 3% 1%,

Bolum 3.2.5°te safra tuzu hidrolizinin belirlenmesi Gzerine yapilan arastirma

sonucu elde edilen veriler Tablo 5’de sunulmustur.
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Tablo 5. Lactobacillus spp. suslarinin safra tuzu hidroliz (kolik asit) aktivitesi.

. fermentum2 LS-19 -
. plantaruml LS-20 -
. plantaruml LS-21 -
. salivarius LS-22 -
. plantaruml LS-23 -

. fermentum2 LS-24 ++
. fermentum?2 LS-25 +

SUSLAR Sonug*

L. delbrueckii subsp delbrueckii LS-1 +++
L. pentosus LS-2 +++
L. pentosus LS-3 +++
L. plantaruml LS-4 +++
L. fermentuml LS-5 +++
L. plantaruml LS-6 +++
L. paracasei subsp. paracasei LS-7 +++
L. plantaruml LS-8 +++
L. lactis subsp. lactis LS-9 +++
L. plantaruml LS-10 +++
L. plantaruml LS-11 ++
L. plantaruml LS-12 -
L. pentosus LS-13 ++
L. plantaruml LS-14 +++
L. fermentum?2 LS-15 +
L. fermentum2 LS-16 +++
L. curvatus LS-17 +++
L. plantaruml LS-18 +++
L

L

L

L

L

L

L

*Safra tuzu hidroliz aktivitesi
**(-): Negatif, (+): Zayif, (++): Orta, (+++): Yiksek.

Tablo 5’de goruldagi gibi suslarin genelinin safra tuzunu dekonjuge
edebildigi gortlmektedir. Sadece suslarin alti tanesi safra tuzunu hidroliz
edememiglerdir. L. fermentum2 LS-15 ve L. fermentum2 LS-25 suslari ise belirli bir
miktarda kolik asit hidrolizini gerceklestirmislerdir. Resim 3’ de hidroliz edilmemis
kolik asit kristali gosterilmistir. Bu calismada en iyi sonu¢ veren suslardan L.
pentosus LS-2’nin gergeklestirmis oldugu kolik asit hidrolizi gorlntusi ise Resim

4’te verilmistir.
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Resim 3: Hidroliz edilmemis kolik asit kristali. Novax AP-5 50920 binokiler
mikroskobunda 20X buyttmedeki géruntusa.

Resim 4: L. pentosus LS-2 susunun gerceklestirdigi safra tuzu (kolik asit) hidrolizi.
Kolik asit kristallerinin parcalanmis hali. Novax AP-5 50920 binokuler
mikroskobunda 20X biyitmedeki gorintdsu.

Moser ve Savage (2001)'#, 30 tanesi insan kaynakl, 15 tanesi siit

urunlerinden, 4 tanesi farkli kaynaklardan izole edilmis Lactobacillus susunun BSH
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(Bile salt hydrolyzed) aktivitelerinin incelendigi bir calisma yapmislardir. Yapilan bu
calismada suslarin % 55.1 pozitif sonug verirken, diger %44.9 BSH aktivitelerinin
negatif oldugu tespit edilmistir.

45.  Lactobacillus  spp.  SUSLARININ  ANTIMIKROBIYAL
AKTIVITELERI

Gaitadan izole edilen Lactobacillus spp. suslarinin ampisilin (10 pg),
basitrasin (10 unit), eritromisin (15 pg), gentamisin (10 pg), meropenem (10 pg)
penisilin (10 unit), piperasilin (100 pg), rifampin (5 pg), seftazidim (10 pg),
teikoplanin (30 pg), tetrasiklin (30 pg), trimetoprim (5 pg), vankomisin (30 ug),
antibiyotiklerine karsi duyarhiliklari NCCLS kriterlerine gdre degerlendirilmistir.
Test sonuclarl Tablo 6 da verilmistir. Ayrica %’de duyarlilik oranlari Tablo 7 ve

Sekil 2’de gosterilistir,

44



517

Tablo 6. Gaitadan izole edilen Lactobacillus spp. suslarinin degisik antibiyotiklere karsi duyarlilik sonuglari (mm).

Antibiyotikler”

Lactobacillus spp.

PIP

O
>
N
X
>
—
m
>
<
—
m
@]
®
<
<
>
—
<
o
<
m
<

. delbrueckii subsp. delbrueckii LS-1
. pentosus LS-2

. pentosus LS-3

. plantarum1 LS-4

. fermentum1 LS-5

. plantarum1 LS-6

. paracasei subsp. paracasei LS-7
. plantaruml LS-8

. lactis subsp. lactis LS-9
. plantarum1 LS-10

. plantaruml LS-11

. plantaruml LS-12

. pentosus LS-13

. plantarum1 LS-14

. fermentum2 LS-15

. fermentum2 LS-16

. curvatus LS-17

. plantarum1 LS-18

. fermentum2 LS-19

. plantarum1 LS-20

. plantaruml LS-21

. salivarius LS-22

L. plantaruml LS-23

L. fermentum2 LS-24

L. fermentum2 LS-25

rrrr—r—rrrrHrH @M~ M+~ MH~ -+
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*S=duyarli R=direncli 1=orta duyarli
“PIP: ampisilin (10 ug), basitrasin (10 unit), eritromisin (15 pg), gentamisin (10 pg), meropenem (10 pg) penisilin (10 unit), piperasilin (100 pg), rifampin (5 pg), seftazidim (10 pg),
teikoplanin (30 pg), tetrasiklin (30 pg), trimetoprim (5 ug), vankomisin (30 ug),



Tablo 7. Lactobacillus spp. suslarinin degisik antibiyotiklere karsi %’de duyarlilik

sonuclari.

Antibiyotik Duyarli Direncli Orta Duyarh
Ampisilin 100 - -
Basitrasin 36 44 20
Eritromisin 96 - 4
Gentamisin 12 8 80
Meropenem 96 4 -
Penisilin 76 20 4
Piperasilin 100 - -
Rifampin 92 - 8
Seftazidim 92 - 8
Teikoplanin 52 44 4
Tetrasiklin 92 - 8
Trimetoprim 32 56 12
Vankomisin 52 44 4

Bu calismada Lactobacillus suslarinin genel olarak antibiyotiklere karsi
duyarh olduklari gozlenmistir. Ozellikle piperasilin ve ampisilin de tim suslarin
duyarh olduklari tespit edilmistir. Bununla birlikte yaygin olarak kullanilan
gentamisin, trimetoprim ve vankomisin antibiyotiklerine karsi daha direncli olduklari
gorulmaustir. Lactobacillus suslarindan L. pentosus LS-3 ve L. plantaruml LS-18
tim antibiyotiklere duyarli olduklari tespit edilmistir. L. delbrueckii subsp.
delbrueckii LS-1, L. pentosus LS-2, L. plantaruml LS-11, L. plantaruml LS-12, L.
fermentum2 LS-16, L. fermentum2 LS-24 suslarinin antibiyotiklere karsi ¢alismadaki

diger suslardan daha direncli olduklari gézlemlenmistir.
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%b Duyarliik Oranlari

M Duyarli

M Direngli

M Orta
Direngli

Antibiyotikler

Sekil 2. Lactobacillus spp. suslarinin degisik antibiyotiklere karsi %’de duyarlilik
oranlari.

Temmerman ve ark. (2003) ***

tarafindan yapilan bir calismada cesitli
probiyotik drlinlerden izole edilmis laktik asit bakterilerinin disk difizyon yontemi
ile antibiyotik duyarliliklari test edilmistir. Arastirmacilar ¢alisma sonucunda suslarin
tetrasiklin ve eritromisine duyarli olduklarini tespit etmislerdir. Arici ve ark.’nin
(2004) *** probiyotik 6zellige sahip 21 Lactobacillus susu tizerinde yapigi calismada,

suslarin tetrasikline karsi duyarl olduklari belirtilmistir.

4.6. Lactobacillus spp. SUSLARIN BAZI PATOJEN
MiKROORGANIZMALARA KARSI ANTAGONISTIK ETKILERI

Lactobacillus suslarinin bu ¢alismada kullanilan patojen mikroorganizmalara
karsi genel olarak inhibisyon etkilerinin oldugu gozlemlenmistir. Elde edilen
sonuclar Tablo 8’de gosterilmistir. Lactobacillus suslari genel olarak patojenlere
karsi inhibitor etki gosterirlerken sadece L. plantaruml LS-18 susunun higbir
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patojende zon ¢api olusturmadigi tespit edilmistir. Patojenler karsi inhibitor etkileri
en iyi diizeyde olan suslar ise L. delbrueckii subsp. delbrueckii LS-1, L. pentosus LS-
2 L. plantaruml LS-10 L. plantaruml LS-11 L. plantaruml LS-12, L. fermentum2
LS-15 L. fermentum2 LS-16, L. salivarius LS-22 olarak tespit edilmistir.
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Tablo 8. Lactobacillus spp. suslarinin degisik patojen bakterilerine karsi olusturduklari antagonistik etkileri (mm).

Patojen mikroorganizmalara kars! inhibisyon zonlari (mm)

Lactobacillus spp.

1%

S. epidermidis P. aeruginosa K. pneumoniae E. coli Neisseria sp.

L. delbrueckii subsp. delbrueckii LS-1 13+0.1 13+0.1 11+0.2 10+0.0 17+0.3
L. pentosus LS-2 16+0.5 19+0.2 1240.1 12+0.1 1740.2
L. pentosus LS-3 12+0.2 - - 12+0.2 -

L. plantaruml LS-4 10+0.1 10+0.0 - - -

L. fermentuml LS-5 13+0.1 12+0.3 - - -

L. plantaruml LS-6 19+0.2 20+0.5 1540.0 16+0.1 22+0.4
L. paracasei subsp. paracasei LS-7 14+0.2 16+0.5 11+0.0 10+0.4 14+0.1
L. plantaruml LS-8 18+0.3 16+0.5 11+0.4 15+0.2 17£0.1
L. lactis subsp. lactis LS-9 12+0.2 22+0.5 11+0.1 16+0.2 16+0.3
L. plantaruml LS-10 2040.3 2040.2 14+0.0 15+0.2 22+0.5
L. plantaruml LS-11 18+0.2 18+0.2 13+0.1 15+0.3 20+0.2
L. plantaruml LS-12 18+0.1 19+0.2 - 13+0.4 16+0.4
L. pentosus LS-13 16+0.2 1740.1 - 11+0.0 1740.3
L. plantaruml LS-14 11+0.1 - - - -

L. fermentum2 LS-15 18+0.2 19+0.4 13+0.3 12+0.2 1740.3
L. fermentum2 LS-16 17+0.4 16+0.1 12+0.4 13+0.1 18+0.2
L. curvatus LS-17 13+0.0 13+0.1 - - 11+0.0
L. plantaruml LS-18 - - - - -

L. fermentum2 LS-19 - 12+0.4 - - -

L. plantaruml LS-20 15+0.0 19+0.2 13+0.1 14+0.0 18+0.0
L. plantaruml LS-21 16+0.0 20+0.1 12+0.0 12+0.0 16+0.2
L. salivarius LS-22 2040.2 19+0.4 13+0.3 14+0.0 16+0.0
L. plantaruml LS-23 15+0.0 16+0.1 12+0.0 14+0.1 -

L. fermentum2 LS-24 11+0.2 16+0.3 12+0.2 - -

L

. fermentum2 LS-25 - 12+0.0 - - -




4.7. Lactobacillus  spp. SUSLARI TARAFINDAN URETILEN
BAKTERIOSIN VEYA BAKTERIOSIN BENZERI MADDELERIN
INHIBITOR ETKILERI

Lactobacillus suslarinin Grettikleri laktik asit disindaki diger metabolitlerinin
inhibitor etkilerinin belirlenmesi Uzerine Bolim 3.2.9°da anlatildi§i gibi yapilmistir.
% 0.2 glikozlu MRS sivi besiyerinde gelistirilen Lactobacillus spp. izolatlari patojen
bakterilere karsi higbir inhibisyon etki gdstermemistir. Bu durum bize indikator
bakterilere karsi inhibisyon etkinin laktik asit bakterilerin Urettigi organik asitlerden

ileri geldigini gostermektedir.

4.8. Lactobacillus spp. SUSLARININ KOLESTEROL GIiDERIiMi

Yiksek kolesterol damarlari tikayip kalp krizlerine ve 6limlere neden
olmaktadir. Laktik asit bakterilerinin kolesteroli asimile ederek serum kolesterol
seviyesini disurdtgu bilinmektedir. Arastirmada dusik asitlije ve yiksek safra
tuzuna dayanikh, safra tuzu aktivitesi yuksek, antagositik etkiye sahip 5 sus secilmis
ve kolesterol giderimi cahsiimistir. Tablo 9’de ve Sekil 3’de L. delbrueckii subsp.
delbrueckii LS-1, L. pentosus LS-2, L. plantaruml LS-11, L. plantaruml LS-12 ve L.
fermentum2 LS-15 suglarinin insan plazma serumunda kolesterol giderimi
gorilmektedir. Besiyeri olarak MRS sivi besi yerinde degisik safra tuzu (% 0.3
oxgall, kolik asit ve taurocholic asit) ortamlarinda ¢alisma yapilmistir. Calismamizda
kaltarler MRS sivi besi yerinde 10-22 pg/ml, % 0.3’lik oxgall’hh MRS sivi besi
yerinde 14-50 pg/ml, % 0.3’lik kolik asit’li MRS sivi besi yerinde 8-13.5 pg/ml ve
% 0.3’luk taurocholic asit’li MRS sivi besi yerinde 15-55 pg/ml kolesterol

asimilasyonu yapmistir.
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Tablo 9: Bazi Lactobacillus suslarinin MRS sivi besiyerinde ve degisik safra tuzu ( % 0.3 oxgall, kolik asit ve taurocholic asit) besiyerinde

kolesterol giderimi (pg/ml).

MRS+ MRS + MRS +
Lactobacillus spp. MRS * % 0.3 Oxgall + % 0.3 Kolik Asit + % 0.3 Taurocholic Asit +
Kollesterol
Kollesterol Kollesterol Kollesterol
L. delbrueckii subsp. delbrueckii LS-1 10 17 9 15
L. pentosus LS-2 13 14 8 43
L. plantarum LS-11 15.5 37.5 10.5 57
L. plantarum LS-12 22 50 13.5 60
L.fermentum LS-15 21 25.5 10 55




70

60 - —

50 -

— O MRS

B MRS+%0,3 Oxgall

O MRS+%0,3 Kolik asit

O MRS+%0,3 Taurochili asit

40 -

30

20 -

il

LS-1 LS-2  LS-11 LS-12 LS-15

Sekil 3. L. delbrueckii ssp. delbrueckii LS-1, L. pentosus LS-2, L. plantarum LS-11,
L. plantarum LS-12 ve L.fermentum LS-15 suslarinin kolesterol giderim miktarlari

(ug/ml).

Gilliland ve ark. (1985) ** calismalarinda L. acidophilus suslarinin % 0.5
oxgall ilaveli MRS sivi besi yerinde, ortamin plazma serum kolesterollini 18.8-63.0
ng/ml degerinde asimilasyon yaptigini saptamislardir. Buck ve Gilliland (1994) ¥
bir calismada insan kaynakli L. acidophilus suslarinin 20.5-83.3 pg/ml kolesterol

asimilasyonu yaptigini gostermislerdir. Brashears ve ark.’na (1998) %

gore L. casei
suslari MRS sivi besi yerinde 16.9-74.3 ug/ml kolesterol asimilasyonu yapmistir.
Loing ve Shah (2005) ¥ calismalarinda Lactobacillus’larin MRS sivi besiyerinde
10.00-21.61 pg/ml ve % 0.30 oxgall ilaveli MRS sivi besi yerinde 12.03-32.25 pg/ml
kolesterol asimile ettigini belirlemisler. 2010 yilinda yapilan baska bir calismada Lye
ve arkadaslar1 Lactobacillus suslarinin MRS sivi besi yerinde 14.22-27.89 pg/ml ve
% 0.30 oxgall’hh MRS sivi besi yerinde 11.17-62.42 pg/ml kolesterol asimile

ettiklerini belirlemislerdir .
Arastirmamiz da diger calismalarla paralellik arz etmektedir. L. plantarum

LS-11 MRS besi yerinde 15.5 pg/ml, % 0.3’lik oxgall MRS besi yerinde da 37.5
pg/ml, % 0.3’lik kolik asit 10.5 pg/ml ve % 0.3’lik taurocholic asit MRS besi

52



yerinde 57 pg/ml, L. plantarum LS-12 susu MRS besi yerinde 22 pg/ml, % 0.3’1ik
oxgall MRS besi yerinde 50 pug/ml, % 0.3’lik kolik asit 13.5 pg/ml ve % 0.3’luk
taurocholic asit MRS besi yerinde 60 pg/ml ve L. fermentum LS15 susu MRS besi
yerinde 21 pg/ml, % 0.3’luk oxgall MRS besi yerinde de 25.5 pg/ml, % 0.3’llk kolik
asit 10 pg/ml ve % 0.3’luk taurocholic asit MRS besi yerinde 55 pg/ml kolesterol
giderimi yapmistir. Yaptigimiz calismadan da anlasildigi gibi MRS sivi besiyeri ve
% 0.3’luk kolik asit katkili MRS sivi besi yerinde, bakterilerin kolesterol giderimi %
0.3’luk oxgall ve taurocholic asit MRS sivi besi yerinden daha ylksek oldugu

gozlenmektedir. Bu (¢ susun kolesterol gideriminde kullanilabilecegi belirlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

insan  viicudu milyarlarca mikroorganizmaya konakcilik eden  bir
ekosistemdir. Bu ekosistemde zararli ve vyararli mikroorganizmalar bir rekabet
halinde olup, saglikh insanlarda yararli mikroorganizmalar baskin mikroflorayi
olusturmaktadir. insan viicudunda mikrofloranin en genis oldugu yer ise sindirim
sistemidir. Ozellikle bagirsaklar yapisi ve islevi geregi bircok mikroorganizmayi
barindirmaktadir. Bagirsaklarin fonksiyonu insanlarin uzun 6marli ve saglikh
yasamasl icin ¢ok oOnemlidir. Filogenetik slrecte yararli mikroorganizmalarla
insanlar arasinda mutualist bir yasam baslamis, bu mikroorganizmalar bagirsaklara

yerleserek, bagirsak fonksiyonlarini olumlu yénde etkilemislerdir > *°.

Eski caglarda yasamis insanlarin diyetlerini g6z Oniine getirdigimizde
gunimiz insanina gore ¢ok daha fazla miktarda stt drtnleri ve lifli besin tlkettigi
gorilmektedir. Bu beslenme tarzi sayesinde bagirsak mikroflorasinda yararl tirler
gelismekte ve bagirsak fonksiyonlari daha diizenli olmaktaydi. Dolayisiyla insanlar

daha saglikli ve daha uzun émiirluydiler * 918 2,

Bu baglamda gunumiz insaninin stresli yasam tarzi, fazla miktarda rafine
gidalarin tuketimi ve dengesiz beslenme, diizensiz antibiyotik kullanimi, alkol ve
sigara gibi aliskanliklar insan vicudunu olumsuz etkiledigi gibi viicuda yararl olan
mikroorganizmalarinda sayisint 6énemli Olcude azaltmaktadir. BOylece insanlar hem
direk hem de dolayli olarak ciddi saglik sorunlariyla karsilasmaktadirlar & 2.
Starchan tarafindan ileri surilen ‘Hijyen hipotezi’ gunimiz insaninin yasadigi
mikrobiyal problemlere verilebilecek glzel bir 6rnektir. Starchan’a gore cok steril
ortamda yetistirilen bireylerde alerjik rinit insidansinin daha sik goéruldigu tespit
edilmistir. Bu hipoteze goére insanlarin asiri mikrobiyol kontrolu, eskiye gére daha az
insanlarla temas halinde olmasi (daha az kardes sayisi ve arkadas sayisi gibi) ve
hijyen kontrollerinin iyilestirilmesi gibi etkenler insanlarin gastrointestinal
sisteminde yerlesecek olan yararli mikroorganizmalarin gelisimini engellemektedir
L Bu nedenle gastointestinal sistemde azalan mikroorganizma sayisini

diizenleyebilmek icin probiyotik ve prebiyotik takviyeler tavsiye edilmektedir °.
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Yuz yili askin bir siredir bazi bilim insanlarinin ilgisini ceken bagirsak
mikroflorasi Uzerine gin gectikge yeni arastirmalar yapilmis ve yapilmaktadir. Bu
konuyla ilgili olarak en c¢ok arastirma yapilan konu bashgl probiyotiklerdir.
Gunumuizde dogal Urlinlere tekrar donmeye baslayan insanlarinda ilgisini ¢ekmeyi
baslamis olan probiyotikler, gastrointestinal sistem (zerinde yasayan ve konakglya

belirgin bir yarar saglayan mikrobiyolojik canlilardir?®3%%,

Probiyotikler insan ve hayvan saghgi Uzerinde blylk faydalar saglayan
mikroorganizmalardir. Probiyotik bakteriler Uzerinde son 30 yilda cok sayida
arastirmalar yapilmakta ve tlkemizde 2000’li yillardan sonra Uzerinde arastirmalar
yapiimaya baslanmistir. Ulkemizde yetiskin insanlardan izole edilen Lactobacillus
bakterileri Gzerinde yapilmis bir calisma bulunmamaktadir. Ayni zamanda insan

plazma serumu ile in vitro olarak kolesterol giderimi ¢alismasi da yapiimamistir.

Bu calismada, yaslari 25-50 arasinda degisen saglikli insanlarin intestinal
sistemine ait 25 adet Lactobacillus spp. suslar uUzerinden ydrutilmastir. Suslarin
dusik asit ve yiksek safra tuzu (oxgall) télarenslari, safra tuzu (kolik asit) hidroliz
aktiviteleri, antibiyotik direncleri, antagonistik etkileri, ve bu suslar tarafindan
uretilen bakteriosin veya bakteriosin benzeri Urlinlerin inhibitor etkileri gibi
probiyotik 6zellikler yoninden degerlendirilmistir. Ayrica L. delbrueckii subsp.
delbrueckii LS-1, L. pentosus LS-2, L. Plantaruml1 LS-11, L. Plantaruml LS-12 ve

L. Fermentum2 LS-15 suslari secilerek kolesterol giderimlerine bakilmistir.

Probiyotik mikroorganizmalar bagirsaklarda lokalize olduklarina gére dogal
olarak gastrointestinal sistemin sartlarina uyum saglamalari gerekmektedir. Bu
nedenle oOncelikli olarak yuksek asitli ortamlara direngli olmalari gerekmektedir.
Yapmis oldugumuz Uc¢ degisik dusik pH calismasinda; pH 3 degerinde bitin
suslarimizin canliligini koruduklari gézlemlenmistir. pH 2.0 degerinde ise canli
kalabilme oranlarinda pH 3.0’e gore bir disus gozlenmektedir L. fermentuml LS-5,
L. fermentum2 LS-15, L. plantaruml LS-20 ve L. fermentum2 LS-25 suslarinin
canhihiklarini diger suslara gore daha iyi koruduklari tespit edilmistir. L. delbrueckii
subsp. delbrueckii LS-1, L. pentosus LS-2, L. plantaruml LS-10, L. plantaruml LS-
11, L. fermentum2 LS-19, L. plantaruml LS-23 ve L. fermentum2 LS-24 suslarinin
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ise disuk pH degerlerine direnclerinin daha zayif oldugu tespit edilmistir (Bkz.
Tablo 3).

Gastrointestilal sistemin agir sartlarindan, dusik pH’in yani sira, bir diger
faktorde bilindigi  Gzere yiksek safra tuzu yogunlugudur. Probiyotik
mikroorganizmalarda aranan Ozelliklerden baslicalaridan olan safra tuzu direngliligi
ile ilgili olarak suslarimizla yapmis oldugumuz degisik safra tuzu
konsantrasyonlardaki (% 0.3, % 0.5, % 1.0 ve % 1.5) calismalarimizda, dogal olarak
tuz  yogunlugu yikseldikce canli  kalma oranlarinda azalma oldugu
gbzlemlenmektedir (% 0.3 safra tuzunda % 76 iken % 1.5 safra tuzunda % 20).
Sonug olarak safra tuzuna karsi toleransi en iyi olan suslar L. delbrueckii subsp.
delbrueckii LS-1, L. pentosus LS-2, L. plantaruml LS-11, L. plantaruml LS-12, L.
fermentum2 LS-15, L. fermentum2 LS-16 oldugu g6ézlemlenmistir (Bkz. Tablo 4).

Safra tuzu toleransi ile ilgili olarak bir diger ¢alismamiz olan, safra tuzu
hidrolizinde elde ettigimiz sonuclar da ise suslarimizin genelinin safra tuzunu
dekonjuge edebildigi gorilmektedir. Dekonjuge safra asitleri bagirsak florasi ile
sekonder safra asitlerine donustirilmektedir. Bdylece serum kolesterol dizeyi
disemektedir. Serum Kolesterol seviyesini dusirme 6zelliginin  bulunmasi
Probiyotiklerin yararlari konusunda aranan bir Ozelliktir. Bu ¢alismamizda, sadece
alti susumuz safra tuzunun hidrolizini gergeklestirememistir. L. fermentum2 LS-15
ve L. fermentum2 LS-25 suslarimiz ise belirli bir miktarda kolik asit hidrolizini
gerceklestirmislerdir. Calismada en iyi sonu¢ veren susumuz L. pentosus LS-2’dir
(Bkz. Tablo 5 ve Resim 4).

Probiyotik mikroorganizmalar gastrointestinal sistemin sartlarina direncli
olmalarinin yani sira disaridan gelebilecek etkenlere karsida direncli olmalari
gerekmektedir. Bu konuyla ilgili olarak yaptigimiz antimikrobiyal aktivite
calismasinda; suslarimizin, ampisilin (10 pg), basitrasin (10 unit), eritromisin (15
Kg), gentamisin (10 pg), meropenem (10 pg) penisilin (10 unit), piperasilin (100 pg),
rifampin (5 pg), seftazidim (10 pg), teikoplanin (30 pg), tetrasiklin (30 pg),
trimetoprim (5 pg), vankomisin (30 pg), antibiyotiklerine karsi duyarliliklari
arastirilmis, genel olarak suslarimizin bu antibiyotiklere karsi duyarli olduklar
gozlemlenmistir. Ozellikle piperasilin ve ampisilin de tiim suslarin duyarl olduklari
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tespit edilmistir. Bununla birlikte yaygin olarak kullanilan gentamisin, trimetoprim
ve vankomisin antibiyotiklerine karsi daha direncli olduklart gorilmustir.
Suslarimizdan L. pentosus LS-3 ve L. plantaruml LS-18 tiim antibiyotiklere duyarl
olduklari tespit edilmistir. L. delbrueckii subsp. delbrueckii LS-1, L. pentosus LS-2,
L. plantaruml LS-11, L. plantaruml LS-12, L. fermentum2 LS-16, L. fermentum2
LS-24 suslarimiz, diger suslarimiza gore daha direncli olduklari gézlemlenmistir.

Probiyotik ~ mikroorganizmalar ~ gastrointestinal ~ sistemde  patojen
mikroorganizmalarla rekabet icindedirler. Burada yasayabilmeleri icin patojen
mikroorganizmalara karsi antagonistik etki 6zelliklerinin olmasi gerekmektedir. Bu
Ozellikten yola cikarak suslarimiz (zerinde yaptigimiz calismada, 5 adet patojen
mikroorganizma kullaniimistir. Bunlar: E. coli (ATCC 25922), P. aeruginosa
(ATCC 27853), K. pneumoniae (ATCC 25656) S. epidermidis (ATCC 12228) ve
Neisseria sp.’dir. Suslarimizin bu ¢alismada kullanilan patojen mikroorganizmalara
karsi genel olarak inhibisyon etkilerinin oldugu gdzlemlenmistir. Sadece L.
plantaruml LS-18 susumuz higbir patojende zon ¢api olusturmadigi tespit edilmistir.
Patojenlere karsi inhibitor etkileri en iyi dizeyde olan suslarimiz ise L. delbrueckii
subsp. delbrueckii LS-1, L. pentosus LS-2 L. plantaruml LS-10 L. plantaruml LS-
11 L. plantaruml LS-12, L. fermentum2 LS-15 L. fermentum2 LS-16, L. salivarius
LS-22 olarak tespit edilmistir.

Bu calismaya paralel olarak ydrattigimiz bakteriosin veya bakteriosin
benzeri maddelerin inhibitdr etkilerinin tespiti amaciyla yaptigimiz calismada,
suslarimizin Urettikleri laktik asit disindaki diger metabolitlerinin inhibitor etkilerinin
belirlenmesi zerine % 0.2 glikozlu MRS sivi besiyerinde gelistirilen suslarimizdan
elde edilen supernatantlar, patojen bakterilere karsi hicbir inhibisyon etki
gOstermemistir. Bu durum bize indikator bakterilere karsi inhibisyon etkinin laktik
asit bakterilerin Urettigi organik asitlerden ileri geldigini gostermektedir.

Yaptigimiz bu ¢alismalarin sonuclarindan yola ¢ikarak probiyotik ¢zellikleri
bakimindan iyi sonug veren disik asitlie ve yiksek safra tuzuna dayanikli, safra
tuzu aktivitesi yiksek, antagositik etkiye sahip, L. delbrueckii subsp. delbrueckii LS-
1, L. pentosus LS-2, L. plantarum LS-11, L. plantarum LS-12 ve L. fermentum LS-15

suslarimiz alinarak, kolesterol giderimleri arastiriimistir. Daha dnceki bélimlerde de
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bahsedildigi gibi kolesterol giderimi probiyotikler icinde aranan bir ézellik olmustur.
Yiksek kolesterol damarlari tikayip kalp krizlerine ve 6limlere neden olmaktadir.
Laktik asit bakterilerinin kolesterolli asimile ederek serum kolesterol seviyesini
dustrdugu bilinmektedir. Besiyeri olarak MRS sivi besi yerinde degisik safra tuzu

(% 0.3 oxgall, kolik asit ve taurocholic asit) ortamlarinda ¢alisma yapilmistir.

En yuksek kolesterol giderimini L. plantarum LS-12 susu MRS besi yerinde
22 pug/ml, % 0.3’luk oxgall MRS besi ortaminda 50 pg/ml, % 0.3’k kolik asit 13.5
pg/ml ve % 0.3’luk taurocholic asit MRS besi yerinde 60 pg/ml olarak vermistir. L.
plantarum LS-11 MRS besi yerinde 15.5 pg/ml, % 0.3’lik oxgall MRS besi
ortaminda 37.5 pg/ml, % 0.3’k kolik asit 10.5 pg/ml ve % 0.3’luk taurocholic asit
MRS besi yerinde 57 pg/ml ve L. fermentum LS15 susu MRS besi yerinde 21 pg/ml,
% 0.3’lik oxgall MRS besi ortaminda 25.5 pg/ml, % 0.3’luk kolik asit 10 pg/ml ve
% 0.3’luk taurocholic asit MRS besi yerinde 55 pg/ml kolesterol giderimi yapmistir.
Kolesterol giderimi yiksek olan bu G¢ susun potansiyel probiyotik olabileceklerine
karar verilmistir. Bu suslar baska arastirmalarda kullanilmak (zere muhafazaya

alinmistir.

Sonug olarak, saghkli bir yasam icin gastrointestinal sistemin duzenli
calismasi elzemdir. Bu sistemin diizenli bir sekilde ¢alisabilmesi igin probiyotikler en
iyi yardimcilardir. insan dogumundan itibaren bagirsak florasi olusmaya
baslamaktadir. Dogumdan sonraki dénem anne sut kullanimi, bebegin bulundugu
ortam gibi etkenler bagirsak mikroflorasini belirlemektedir. insanhgin baslangicinda
her sey dogaldi ve kendiliginden gergeklesmekteydi. Guniumize baktigimizda
insanoglunun hemen her seyde miidahalesinin oldugunu gormekteyiz. Ornegin
dogumun sezaryan olmasli, dogumdan sonra anne sutlnin kullaniimamasi ve bebegin
asiri steril ortamda yetistirilmesi, bireyin gastointestinal mikroflorasinin daha
temelden olumsuz bir sekilde tesekkil etmesine neden olur. Birey biyldukege
gunimiz sartlarinda var olan dengesiz beslenme, gereksiz antibiyotik kullanimi,
sigara ve alkol kullanimi, rafine gidalarin tiketimi ve stresli yasam tarzi, baslangicta
oturmamis olan gastrointestinal florayl daha da olumsuz etkilemektedir. Bu nedenle
ginlimuzde de sahit oldugumuz bir takim dogrudan ve dolayli bircok hastalikla
muhatap olmaktayiz. Bu nedenlerle saglikli bir yasam ve hastaliklarin tedavisinde
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probiyotik mikroorganizmalarin yeri tartisiimaz hale gelmektedir. Probiyotiklerle
ilgili yapilan calismalara bakildiginda bircok hastaliktan korunmada ve tedavisinde
kullanildigi gorilmektedir. Ancak sadece probiyotik takviyesi almak, gastrointestinal
sistem icin yeterli olmayacaktir. Saglikli yasam icin en bastan duyarli olunmasi
gerekmektedir ve oncelikli olarak bireylerin normal dogumla diinyaya gelmesi ve
sonrasinda anne sutl kullanimi tesvik edilmelidir. Sonrasinda bireyler gunluk
yasamlarinda diyetlerine dikkat etmeli rafine gidalardan uzak durmalidirlar. Gereksiz
antibiyotik kullanimi ve zararli aliskanliklardan kaginmahdirlar. Gasrointestinal
floradaki probiyotikler icin diyetlerinde mutlaka prebiyotik iceren besinleri
tiketmeleri gerekmektedir. Ginumuzde bunlari yapmak zor olsa da herhangi bir
hastalik karsisinda harcanan maddi gii¢c ve zaman g6z 6niine alindiginda daha kolay

oldugu asikardir.
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