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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TURSU KAYNAKLI LAKTIK ASIT BAKTERILERININ BAZI
PROBIYOTIiK OZELLIKLERININ INCELENMESI

Nur BAYRAK

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Biilent CETIN

Probiyotikler, yeterli miktarda alindigi zaman konakg1 {izerinde sagliga yararli etkilere
sahip olan canli mikroorganizmalardir. Giiniimiizde tiiketicilerin saglikli beslenme
hakkinda daha bilingli hale gelmesi probiyotiklere verilen dnemi arttirmistir. Bu
calismada tursu kaynakli laktik asit bakterilerinin bazi probiyotik 06zelliklerinin
incelenmesi ve farkli sicakliklarda gelisimlerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu
maksatla molekiiler yontemlerle tanilar1 gergeklestirilmis 92 LAB susu mide ortamina
direng ve safra tuzlaria tolerans acisindan incelenmistir. Suslarin %32,6’sinin mide ve
safra bariyerini gecebildigi gorlilmistiir. Yapilan analizler sonucunda en iistiin
ozelliklere sahip olan Lactobacillus plantarum RN107 ve Lactobacillus plantarum
RN154 suslarin, insan kolon kanser hiicreleri olan HCT-116 ve HT-29 hatlarina
tutunum yetenekleri incelenmigtir. Her iki susta HCT-116 ve HT-29 hiicrelerine
tutunabilmistir. Tutunum oranlarinin %8,2-%30,4 arasinda degistigi ve RN154 numarali
susun daha yiiksek tutunum kapasitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Sonug olarak
RN107 ve RN154 suslarinin iyi birer probiyotik aday1 olabilecekleri tespit edilmistir.

2019, 70 sayfa

Anahtar Kelimeler: Tursu, probiyotik, hiicre kiiltiirii, tutunum yetenegi



ABSTRACT

MS Thesis

INVESTIGATION OF SOME PROBIOTIC PROPERTIES OF LACTIC ACID
BACTERIA OBTAINED FROM PICKLE

Nur BAYRAK

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Biilent CETIN

Probiotics are living microorganisms that have health beneficial effects on the host
when taken in sufficient amounts. Today, consumers become more conscious about
healthy nutrition and eating habbits have increased the importance given to probiotics.
The aim of this study was to investigate some probiotic properties of pickled lactic acid
bacteria and to determine their development at different temperatures. For this purpose,
92 LAB strains were examined for their resistance to gastric juice and tolerance to bile
salts. It was observed that 32,6% of the strains could cross the stomach and bile barrier.
The adhesion ability of Lactobacillus plantarum RN107 and Lactobacillus plantarum
RN154 strains, which have the most superior properties, to the human colon cancer cell
lines HCT-116 and HT-29, were examined. Both strains were able to adhere to HCT-
116 and HT-29 cells. The adhesion percentage of strains ranged from 8,2 to 30,4 % and
RN154 strain has a higher adhesion capacity. As a result, the data suggested that RN107
and RN154 strains are potentially useful candidate probiotics.

2019, 70 pages

Keywords: Pickle, probiotic, cell culture, adhesion ability
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1. GIRIS

2001 yilinda, Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ve Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) tarafindan iizerinde uzlasilan tamima gore; probiyotikler, yeterli miktarda
alindig1 zaman konakg1 iizerinde saghiga yararli etkilere sahip olan tek veya karigik
kiiltiirlerden olusan canli mikroorganizmalardir. Probiyotikler, sindirim sisteminde
mikrobiyal dengeyi diizenleyerek isleyisi olumlu bir sekilde etkileyen canli mikrobiyal
katkilardir. Bu probiyotik tanimlari, insan ve hayvan saglhigini giiglendiren ve gida, gida
katki maddeleri veya yemlere katilan mikrobiyal preparatlarin tamamini icermektedir.
1953 yilinda, bu canli mikroorganizmalar resmi olarak “probiyotikler” seklinde
adlandirilmiglardir. Latince kokenli bir kelime olan probiyotik terimi; “for life” yani
“yasam i¢in” anlamina gelen “pro” ve “biota” olmak iizere iki kisitmdan olusmaktadir

(Tharmaraj and Shah 2003; Uymaz 2010; Cetin et al. 2011; Reid 2016).

Insanlarin probiyotiklerle tanismas1 ¢ok eskilere dayanmaktadir. Probiyotikler ilk kez
MO 3000’li yillarda fermente gidalarin tiiketimi ile kullanilmislardir. Bu yonii ile
probiyotikler yeni bir kesif degildir. Probiyotik terimini ise ilk olarak Alman
bakteriyolog Werner Georg Kollath kullanmistir. Simdiye kadar probiyotikler birgok
kisi tarafindan arastirilmis olmakla beraber ilk 6nemli ¢calismalar 20. yiizyilin sonuna
dogru Paris’te Henry Tissier ve Ellie Metchnikoff basta olmak {izere bir takim 6nemli
biyolog tarafindan yapilmaya baslanmistir. Konunun 6nemine binaen o zamandan beri
probiyotikler hakkinda pek ¢ok in vivo ve in vitro calismalar yapilmaktadir. Bu
caligmalar sonucunda kesfedilen baslica probiyotik mikroorganizmalar ve kesif
zamanlar1 Cizelge 1.1°de belirtilmistir (Yurdakok 2013; Anonim 2016; Priyodip et al.
2017).



Cizelge 1.1. Bazi1 probiyotiklerin kesif zaman ¢izelgesi (Priyodip et al. 2017)

Tarih

Mikroorganizma Adi

1980-2000

« Bacillus subtilis (1907)

» Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium adolescentis (1989)
« Lactobacillus casei (1991)

« Bifidobacterium animals, Enterococcus hirae (1992)

» Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (1992)

* Enterococcus faecium (1994)

» Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium
longum, Bifidobacterium angulatum (1995)

« Lactobacillus salivarius subsp. salivarius, Lactobacillus brevis
subsp. coagulans (1996)

« Lactobacillus johnsonii, Bacillus coagulans (1998)

« Lactobacillus fermentum, Lactobacillus rhamnosus (2000)

2000-

» Lactobacillus plantarum (2001)

* Leuconostoc mesenteroides (2002)

« Escherichia coli (2003)

« Bifidobacterium pseudocatenulatum (2004)

« Bifidobacterium infantis (2006)

« Pediococcus pentosaceus, Bifidobacterium catenulatum, Bacillus
amyloliquefaciens (2008)

* Enterococcus durans (2009)




Ulkemizde 100 y1l éncesine kadar ortalama 50 yil olan insan mrii, teknolojik ve tibbi
gelismelerle birlikte 78 yil olmus ve yaklasik olarak 28 yil uzamistir. Bu artis insanlari
daha saglikli yasama egilimine dogru itmistir. Insanlar artan yasam siirelerinin yan1 sira
yasam kalitelerini de arttirmak istemektedirler. Bilim insanlar1 sadece hastaliklar1 tedavi
etmek vyerine bu hastaliklarin gelisimini Onlemek i¢in de yogun bir sekilde
calismaktadir. Giiniimiizde tiiketicilerin beslenme-saglik iligkisi hakkinda daha bilingli
hale gelmesi probiyotiklere verilen 6nemi de arttirmistir. Yapilan cgesitli ¢alismalarla
probiyotiklerin birgok yararli etkisinin oldugunun kanitlanmasiyla probiyotik iiriinler
piyasada hizla yer almaya baslamistir. Boylece probiyotik liriine verilen deger ve bu
alanda iretim yapan firma sayist ile iirlin ¢esitliligi de son yillarda hizla artmistir

(Akman 2009; Giirkan 2018).

Probiyotik gida iireticileri, hizli bir sekilde biiyiimekte olan probiyotik gida pazarinda
kendi iirettikleri iiriinlerini daha genis bir tiiketici kitlesine ulastirmak istemektedirler.
Bu amagla probiyotik iriinler hakkinda saglikla ilgili 6zel iddialarda bulunmaktan
kacinmamustirlar. Bu da bazi iilkelerin gida giivenligini saglamak ve tiiketiciyi korumak
maksadiyla probiyotik {iriinler i¢in yeni tanimlar gelistirmesine neden olmustur. Bazi
iilkelerdeki probiyotik tirtinlerle ilgili tanimlar Cizelge 1.2’de sunulmustur (Ergin vd
2015).

Cizelge 1.2. Bazi iilkelerde probiyotik iiriinlerin tanimlamalari (Arora et al. 2013; Ergin
vd 2015)

Ulke ismi Probiyotik Tanim
Amerika Birlesik Devletleri Gida/ Besin Tamamlayicy/ lag/ Canli
Japonya/ Cin/ Malezya Fonksiyonel Gida
Italya Diyet Gida
Kanada Dogal Saglik Uriinleri
Danimarka/ Isve¢/ Finlandiya Gida Takviyesi
Belcika/ Almanya Biyoterapotik Ajan




Probiyotik denilince her ne kadar insanlarin aklina siit tiriinleri gelse de, meyve-sebze
gibi diger gida {irlinleri de probiyotik kaynagi olabilmektedir. Ayrica gilinlimiizde
probiyotik mikroorganizmalar kurutma gibi bazi islemlerle kapsiil veya tablet haline

getirilerek de tiiketicinin hizmetine sunulmaktadir (Sagdig vd 2003; Peres et al. 2012).

Tursu; lahana, salatalik, havug, pancar, yesil domates, salgam, fasulye gibi sebzelerin
laktik asit bakterileri ile fermente edilmesiyle {iretilen, uzun siire dayanabilen geleneksel
bir iirlinlimiizdir. Ayrica eski ¢aglardan beri kullanilan gida saklama yontemlerinden
biridir. Tursu kelimesi Fars¢a bir kelime olan ve eksi anlamima gelen “torsh” dan
gelmektedir. Tirk mutfaginin vazgegilmez bir unsuru olan tursu sade veya karisik
olarak iiretilebilir. Genellikle iilkemizde karigik tursu yapiminda lahana, salatalik,
havug, yesil domates, biber ve sarimsak kullanilir. Lactobacillus plantarum, tursu
tiretimindeki en 6nemli mikroorganizmadir (Daeschel et al. 1987; Kabak 2009; Kabak
and Dobson 2011; Cetin 2011).

Farkli tilkelerde de Kimchi (Kore), Sauerkraut (Almanya), Burong mustasa (Filipinler),
Dakguadong (Tayland) gibi tursu benzeri iriinler iretilmektedir. Ancak bizim
anladigimiz 6zellikteki tursu tretimi Anadolu, Ortadogu ve Balkan iilkelerinde

goriilmektedir (Aktan vd 1998; Breidt et al. 2013).

Ulkemizde meyve ve sebze iiretiminin giderek artmasi sebebiyle tursu sanayi her gecen
giin gelismektedir. Buna karsin tursu mikrobiyolojisi lizerine ¢ok az sayida calisma

bulunmaktadir (Aktan vd 1998).

1.1. Probiyotik Olarak Kullamilan Mikroorganizmalar

Probiyotik bakteriler genellikle Gram (+) ve sporsuz bakterilerdir. Genel olarak
probiyotik bakteriler optimum 35-38°C’de sicakliklarda ve pH 5,5-6 araliginda en iyi
gelisimi gosterirler. Literatiir incelendiginde ¢esitli kaynaklardan izole edilmis ve
probiyotik oldugu kanitlanmis farkli birgok sus oldugu goériilmektedir (Ceyhan ve Alig
2012).



Probiyotik mikroorganizmalarin ¢ogu, 6zellikle insan bagirsak mikrofloras: i¢in ¢ok
biiyiikk 6neme sahip olan “laktik asit bakterileri” (LAB) gurubuna dahildir. Bu yiizden
probiyotik bakterilerle ilgili yapilan ¢alismalarda genellikle laktobasillere agirlik
verilmistir. Lactobacillus cinsine ait mikroorganizma tiirleri yaygin olarak GRAS
(Generally Regarded As Safe) olarak kabul edilmektedir. Ozellikle fermente iiriinlerin
hazirlanmasinda biiyiik 6neme sahiptirler. Laktik asit bakterileri gram pozitif, katalaz ve
oksidaz negatif, hareketsiz, kok veya c¢ubuk seklindedirler. Birisi harig¢

(Sporolactobacillus) spor olusturmazlar.

Yaygin olarak kullanilan diger bir probiyotik mikroorganizma gurubu Bifidobacterium
tirleridir. Bugiline kadar Bifidobakterler en ¢ok ilgi géren probiyotik mikroorganizma
olmustur. Bifidobakterler anne siitiiyle beslenen bebeklerin bagirsak mikroflorasinin
%95’ini olusturur. Bifidobacterium longum, Bifidobacterium bifidum, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus acidophilus ve Lactobacillus casei en ¢ok bilinen probiyotik
bakteri isimleridir. Lactobacillus acidophilus diger probiyotik bakterilere oranla yiiksek
oksidasyon rediiksiyon potansiyeline, antimikrobiyal maddelere ve diisik yiizey
gerilimine daha fazla direnglidir. Laktobasiller ve bifidobakterler laktozu fermente
ederler. Bu nedenle bu kiiltiirler kullanilarak hazirlanan siit iirtinleri diger siit
uriinlerinden daha fazla laktik asit ihtiva eder. Ayrica bu Kkiiltiirler kullanilarak
hazirlanan gida tirtinlerinde bu bakteriler tiamin, folik asit gibi B grubu vitaminlerini ve
K vitaminini irettikleri i¢in bu gidalar vitamince daha zengindir. Yine bu probiyotik
bakteriler sindirim sisteminde demir, fosfor gibi bazi mineral maddelerin emiliminde de

rol oynamaktadir.

Probiyotik caligmalar1 her ne kadar bakteriler lizerine yogunlagmigsa da maya ve
kiiflerinde probiyotik agidan incelendigi de goriilmektedir. Saccharomyces boulardii
probiyotik olarak bilinen ilk mayadir. Saccharomyces boulardii gibi bazi probiyotik
mikroorganizmalar gidalarda yaygin olarak kullanilmalarina karsin insan orjinli
degildirler (Bullen and Willis 1971; Salminen et al. 1998; Dunne 2001; Kundakg¢1 ve
Ergoniil 2006; Uymaz 2010; Anonim 2018; Anonim 2019).



Probiyotik olarak kullanilan bir mikroorganizma, patojenik ve toksijenik olmamalidir.
Ancak son yillarda yapilan ¢alismalarda Lactobacillus paracasei gibi bazi probiyotik
mikroorganizmalarin patojenik 6zellikte oldugu belirlenmistir. Bu ylizden kullanilacak
probiyotik  mikroorganizmalarin  patojenite  agisindan  dikkatli  bir  sekilde
degerlendirilmesi gerekir. Yine enterekoklar da patojen mikroorganizmalardir ve
antibiyotik diren¢ genlerine sahiptirler. Fakat yapilan bir¢ok arastirma ilgili testlerin
ardindan E. faecium ve E. faecalis gibi suslarin probiyotik olarak giivenle
kullanilabilecegini  kanitlamistir. Ayrica probiyotik mikroorganizmalar konakg1
sagligina olumlu etkiler yapmalidir, GRAS statiisiinde mikroorganizmalar olmalidir,
tercihen insan orjinli olmalidir, immiin cevabi stimiile edebilmelidir, diisiik pH seviyesi
ve safra tuzlar1 gibi mikroorganizma gelisimini olumsuz etkileyen kosullarda stabil
kalarak bagirsakta metabolize olmalidir, patojenik ve kanserojenik bakterilerin
gelisimini engellemelidir, antimikrobiyal maddeler salgilayabilmelidir (yani antagonist
etki gostermelidir), istenen bazi metabolik etkiler gosterebilmelidir (laktaz aktivitesi
gibi), gidalara ilave edildigi zaman gidanin kalitesini olumsuz bir sekilde
etkilememelidir ve bagirsak mukozasina tutunabilme yetenegine sahip olmalidr.
Tutunum probiyotik mikroorganizmalarin en o6nemli ozelligidir. Ciinkii patojen ve
toksik olmayan bu probiyotik mikroorganizmalar, tiiketim sonrasinda konakgi
metobalizmasinda yer aldig dl¢lide yarar saglamaktadir. Probiyotiklerin, 6zellikle gida
islemede kullanilan cesitli teknolojik islemlere de dayanikli olmalari1 beklenmektedir.
Probiyotik mikroorganizmalarin bagirsaktaki etki mekanizmasi Sekil 1.1°de ayrintili
olarak  gosterilmistir ve Cizelge 1.3°de de probiyotik olarak kullanilan
mikroorganizmalar gosterilmistir (Collins et al. 1998; Salminen et al. 2003; Giirsoy vd
2005; Franz et al. 2011; Ceyhan ve Ali¢ 2012; Hossain et al. 2017; Tasdemir 2017).
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Sekil 1.1. Probiyotiklerin Etki Mekanizmasi (Hossain et al. 2017)

a) Mukoza tabakasmma ve epitel yilizeye yapismak i¢in patojenlerle rekabet. b)
Antimikrobiyal madde iiretimi. ¢) Besin maddeleri ve biiyliime faktorleri igin rekabet. d)

Bagirsak mukozasinin yapisma Ozelligini artirma. e) Epitelin bariyer 06zelligini

destekleme. f) IgA diizeyini arttirarak bagisikligi destekleme.




Cizelge 1.3. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar (Salminen vd 1998;

Ceyhan ve Ali¢ 2012)

Lactobacillus Tiirleri
Lactobacillus bulgaricus
Lactobacillus lactis
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus cellobiosus
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus jonhsonii
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus salivarius
Lactobacillus brevis
Lactobacillus casei

Lactobacillus crispatus

Streptococcus Tiirleri
Streptococcus cremoris
Streptococcus thermophilus
Streptococcus intermedius
Streptococcus lactis

Streptococcus diacetilactis

Bacteriodes Tiirleri
Bacteriodes capillus
Bacteriodes suis
Bacteriodes ruminicola
Bacteriodes amylophilus

Bacterioides uniformis

Escherichia
Escherichia coli Nissle 1917

Pediococcus Tiirleri
Pediococcus cerevisiae
Pediococcus acidilactici

Pediococcus pentosaceus

Propionibacterium Tiirleri
Propionibacterium shermanii
Propionibacterium freudenreichii

Propionibacterium jensenii

Leuconostoc

Leuconostoc mesenteroides

Peptostreptococcus
Peptostreptococcus productus




Cizelge 1.3 (devam)

Bacillus Tirleri
Bacillus subtilis

Bacillus pumilus
Bacillus lentus
Bacillus licheniformis
Bacillus coagulans
Bacillus cereus
Bacillus clausii
Bacillus laterosporus

Bacillus polyfermenticus

Bifidobacterium Tiirleri
Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium breve
Bifidobacterium adolescentis
Bifidobacterium infantis
Bifidobacterium longum
Bifidobacterium thermophilum
Bifidobacterium animalis
Bifidobacterium catenulatum

Bifidobacterium lactis

Akkermansia
Akkermansia muciniphila

Faecalibacterium

Faecalibacterium prausnitzii

Enterococcus Tiirleri
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium

Mayalar

Saccharomyces cerevisiae

Candida torulopsis

Saccharomyces boulardii

Kiifler
Aspergillus niger

Aspergillus oryzae

1.1.1. Probiyotik olarak kullamlacak mikroorganizmalarin belirlenmesinde

basvurulan in vitro testler

Probiyotik olarak kullanilacak mikroorganizma suslarinin belirlenmesi ve insan

beslenmesinde giivenle kullanilabilmesi igin bir takim in vitro ve in vivo testlerin

yapilmasi gerekmektedir. Bu amagla yapilan in vitro testler;

- Mide ortamina direng,

- Safratuzlarna tolerans,
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- Antimikrobiyal maddeler,

- Antibiyotik direnci,

- Kaolesterol asimilasyonu ve

- Bagirsak yiizeyine tutunmadir (Hummel et al. 2007; Elcioglu ve Kunduhoglu
2014; Comak-Goger 2016).

Probiyotikler tarafindan {iiretilen organik asitler, yag asitleri, hidrojen peroksit ve
bakteriyosin gibi bazi metobolik bilesikler antimikrobiyal aktiviteye sahiptir.
Antimikrobiyal etkileri sayesinde probiyotikler, bagirsakta bazi mikroorganizmalarin

cogalmasini kontrol altina alabilmektedir (Paul ve Jakki 2008).

Antibiyotik direnci probiyotik mikroorganizmalarda istenen bir 6zellik degildir. Clinkii
antibiyotik direnci bir mikroorganizmadan digerine aktarilabilmektedir. Gastrointestinal
sistemde patajonler ve probiyotikler bir arada bulundugundan bu 6zellik biiytik bir risk

tasimaktadir (Hummel et al. 2007).

Yapilan c¢alismalar probiyotiklerin kandaki kolesterol seviyesini diislirdiigiinii
kanitlamistir. Kolesterol asimilasyonu testide muhtemel probiyotik mikroorganizmanin
bu oOzelligini belirlemek igin yapilmaktadir (Walker and Gilliland 1993; Alp ve
Ertiirkmen 2017).

1.1.1.a. Probiyotik mikroorganizmalarin mide sivisinin asidik kosullarina ve safra

tuzlarma karsi direnci

Probiyotik olarak kullanilacak mikroorganizmalarin asit ve safra tuzlarina direngli
olmasi, sindirim sisteminden gecerken canli olarak kalabilmesi ve bagirsakta
kolonizasyonu i¢in gereklidir. Bu sayede probiyotik mikroorganizmalar gastrointestinal

sistemde zarar gormeden bagirsaga ulasabilir ve bagirsak epitel hiicrelerine yapisabilir
(Dunne et al. 2001; Chen et al. 2011).



11

Mide sivisinin pH degeri saglikli bireylerde pH 2-3 arasindadir. Bu sivinin iginde
gastrik asit (HCI) ve sindrim enzimleri bulunmaktadir. Bu kadar yiiksek asidik ortam
sindirim sisteminde gecisler icin bir kontrol noktasi olusturur ve birgok
mikroorganizmayi etkisiz hale getirerek bagirsaga ulasmasini engeller. Faydali islevleri
olan probiyotik mikroorganizmalarin bagirsaklara ulasip tutunabilmesi i¢in 6nce asidik
mide ortamindan gegerken hayatta kalmasi gereklidir. Ornegin bir probiyotik bakteri
olan Lactobacillus acidophilus pH 2’de en az 90 dakika kalabilmektedir, buda bagirsaga
ulasmasi igin yeterli bir siiredir (Onal vd 2005; Chen et al. 2011; Séraphin and Hettich
2012; Pereira et al. 2018; Ciftgi 2019).

Muhtemel probiyotik mikroorganizmalarin mide ortamina direncini belirlemek igin
mide simiilasyon ¢ozeltisi hazirlanmaktadir. Boylece mide ortamiyla birebir ayni olan
cozelti igerisinde belirli siire ve sicaklikta bekletilen mikroorganizmalarin bu ortama

dayaniklilig1 belirlenebilmektedir (Argyri et al. 2013; Elcioglu ve Kunduhoglu 2014).

Safra; karacigerden salgilanan ve safra kesesinden on iki parmak bagirsagina gonderilen
bir sindirim salgisidir. I¢inde yaklasik %50 oraninda safra tuzlarini barindirir. Safra
tuzlar1 yaglarin sindiriminde ve emiliminde 6nemli bir rol oynar. Bakterilerin hiicre
membranlar1 biiyiik oranda lipit ve yag igerdigi i¢in safra tuzlari bakteriler iizerinde
(6zellikle E. coli, Klebsiella ve Enterococcus tiirleri igin) antibakteriyel etkiye sahiptir.
Gram-pozitif bakteriler gram-negatif bakterilere oranla safra tuzlarina karsi daha
hassastir. Ayrica yapilan in vitro caligmalar bifidobakterlerin laktobasillere gore safra
tuzlarina kars1 daha direngli oldugunu gostermistir (Hill and Draser 1968; Ucok vd
2010; Engtidar 2012).

Muhtemel probiyotiklerin safra tuzuna karst toleranst in vitro analizlerle
belirlenebilmektedir. Bu amacla yapay safra ortami hazirlanarak laboratuvar sartlarinda
probiyotik mikroorganizmalarin bu ortama dayanikliligi belirlenebilmektedir (Prasad et
al. 1998; Dunne et al. 2001; Uymaz 2010; Onal-Darilmaz 2010; Zago 2011).
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Gliniimiizde agizdan baglayarak kalin bagirsaga kadar uzanan yani tiim sindirim
sistemini kapsayan simiilasyon model sistemleri iizerinde de yogun calismalar

yapilmaktadir (Comak-Goger vd 2016; TNO 2017).

Probiyotikler ekzopolisakkarit (EPS) {iiretim kapasitesine sahiptir. EPS iiretimi ile
bakteriler gastrointestinal sistemde, asitlige, safra tuzlarina ve bagirsaktaki gesitli
olumsuz kosullara kars1 daha direngli hale gelebilmektedirler. Yiiksek EPS iiretimine
sahip bakteri suslarinda agregasyon kapasitesinin arttig1 tespit edilmistir. Bu sayede

bagirsak epitel hiicrelerine daha iyi tutunup kolonize olabilmektedirler (Onal-Darilmaz

2010).

1.1.1.b. Probiyotik mikroorganizmalarin epitel yiizeylere tutunumu

Mide asidi ve safra tuzlarin1 zarar gérmeden gegebilen probiyotik mikroorganizmalar
bagirsaga ulastiginda, bagirsaktaki peristaltik hareketler sonucunda bagirsaktan
uzaklagmamasit i¢in mikroorganizmalarin mukus tabakasina ve epitel hiicrelerine
tutunmast yani yapigmasi gerekir. Ciinkii epitel hiicrelerine yapigsmayan probiyotik
bakteriler diski yoluyla viicuttan uzaklasir ve beklenilen higbir fayday: saglayamaz. Bu
nedenle tutunma ve kolonizasyon probiyotik se¢imindeki en Onemli etmendir.
Kolonizasyon ile probiyotik mikroorganizmalarin canli viicudundaki etkinligi
artmaktadir. Mikroorganizmalarin bagirsakta epitel hiicrelere yapismasi, hiicre
yiizeyinin hem agregasyon kapasitesi hem de hidrofobik 0Ozellikleri ile alakali
olmaktadir. Hidrofobisite ylizey ylikleriyle ilgilidir ve agregasyonla dogrudan bi
baglantis1 yoktur. Agregasyon 6zelligi sayesinde birbirlerine ve hiicre epiteline iyi bir
sekilde tutunabilirler ve kolonize olabilirler. Ayni tiirdeki mikroorganizmalarin birbirine
tutunmasina otoagreegasyon denir ve bu probiyotik mikroorganizmalarin epitel hiicreye
tutunumu i¢in ¢ok onemlidir. Farkli tiire ait mikroorganizmalarin birbirine tutunmasina
ise koagregasyon denir. Bu 6zellik ise patojenlerin bagirsak epiteline tutunarak kolonize
olmalarini 6nler. Hiicrelerin otoagregasyon kapasitesi, PBS (phosphate-buffered saline)
icerisinde bulunan mikroorganizma suslarmin belirli zaman araliklarinda ve belirli bir

dalga boyunda absorbansinin 6l¢iilmesi ile belirlenen basit bir yontemdir. Hiicre yiizeyi
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hidrofobisitesi ise hidrokarbonlu su ile mikroorganizma susunun karigtirilmast ve 600
nm dalga boyunda absorbansin Olgiilmesi ile belirlenir. Bu analizler sonucunda
probiyotik mikroorganizmanin epitel yiizeylere yapisma yetenegi hakkinda fikir
edinilmis olunur. Tutunumu belirlemenin en net yolu in vivo g¢alismalardir. In vivo
calismalarla  probiyotiklerin  gastrointestinal  sistemdeki islevleri daha iyi
anlagilabilmektedir. Ancak ozellikle insanda yapilacak in vivo bakteri ¢aligmalarinda
meydana gelebilecek zorluklar, canli sagligi agisindan dogabilecek riskler, artan maliyet
ve in vitro analizlerin daha hizli olmas1 sebebiyle mikrobiyal yapismay1 belirlemek igin
in vitro model sistemi yani hiicre kiiltiiri metodu gelistirilmistir. Boylece Caco-2 (kolon
adeno karsinoma hiicresi), HT-29 (kolon adeno karsinoma hiicresi), fetal 1-407 gibi
memeli epitel hiicreleri kullanilarak mikrobiyal adezyon (yapisma) dogrudan
belirlenmis olur. Caco-2 epitel hiicreleri sadece probiyotik mikroorganizmalarin
tutunumuyla ilgili calismalarda degil, ayn1 zamanda probiyotik mikroorganizmalarin
patojen bakterilerle nasil rekabet ettiklerini aragtiran ¢alismalarda da kullanilmistir. Bu
hiicreler bagirsakta bulunun villus hiicreleriyle ayn1 6zelliklere sahip oldugu i¢in bu tiir
calismalarda ¢ok sik kullanilmaktadirlar (Onal vd 2005; Billoo vd 2006;
Maragkouidakis vd 2006; Onal-Darilmaz 2010; Pereira et al. 2018; De Melo Pereira et
al. 2018; Vemuri et al. 2018).

Doku kiiltiirii in vitro ortamda organ, doku veya hiicrelerin belirli bir sicaklikta, uygun
kosullarin saglanmas1 amaciyla bir inkiibator igerisinde, gerekli besin ve biiyiime
faktorlerini igeren besiyeri kullanilarak kiiltiir edilmesine denir. Doku kiiltiirii terimi
hem organ kiiltliriinii (ayristirilmamis dokularin ii¢ boyutlu kiiltiiri) hem de hiicre
kiiltlirinii (primer veya hiicre dizilerinden elde edilmis hiicrelerin kiiltiirii) kapsar.
1800’14 willarda ilk hiicre kiiltliri ¢alismalari baslamistir. Hiicre kiiltlirii alaninda
yapilan ¢aligmalar 1950’lerden sonra gelistirilen besiyerleri ve antibiyotik kullanim ile
tekrarlanabilir ve standart hale gelmistir. Bu sayede canli viicudundan bagimsiz olarak,
belirlenen sartlar altinda tutulabilen hiicrelere istenen uygulamalar yapilmakta ve
sonuglar1 daha objektif olarak, canlida olumsuz herhangi bir etki olmaksizin
izlenebilmektedir. Literatiir incelendiginde doku kiiltiiri uygulamalarinin tip ve

veterinerlik alaninda uzun yillardan beri kullanilmakta oldugu, gida biliminde ise
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uygulamalarin doksanli yillardan sonra basladigi goriilmektedir. Probiyotik bakterilerin
bagirsak epitel hiicrelerine tutunumu ile ilgili arastirmalar hiicre kiiltiirii caligmalarinda

genis yer kaplamaktadir (Ark vd 2017; Arican 2019).

Bakterilerin bagirsak epitel hiicrelerine tutunumunda bakterilerin yiizeyinde bulunan
baz1 molekiiller rol oynamaktadir. Probiyotik bakterilerin epitel hiicrelere yapigsmasinda
rol alan yardimci molekiiller, tiirler arasinda farklilik gostermektedir. Yapilan
calismalarda Bifidobacteria’ larin epitel hiicrelere yapismasinda proteinaceus adinda bir
proteinin aracilik ettigi gozlemlenmistir. Lactobasiller’in tutunumu ise protein ve
karbonhidrattan olusan bir mekanizmadan kaynaklanmaktadir (Onal vd 2005; Séraphin
and Hettich 2012; Pereira et al. 2018).

Mukus, bagirsaktaki mukozal bezler ve goblet hiicreleri tarafindan salgilanan ve epitel
hiicreleri kaplayan bir yapidir. Mukusun yapisinda, epitel hiicrelerin bilesiminde yer
alan protein ve lipitler bulunur. Mikroorganizmalar bagirsaga ulastiginda ilk temaslari
mukusla olur. Bu nedenle mukus, tutunma ve kolonizasyon i¢in dnemli bir yer olarak
goriiliir. Ekstra seliiler matrix (ECM) epitel altinda bulunan bir yapidir ve hiicrelerin
yapismasinda rol oynar. Patojen mikroorganizmalar epitel hiicrelere yapisip zarar
vererek bu tabakanin altinda bulunan ECM’ye ulasir. Ancak ortamda probiyotik
bakteriler varsa bunlar ECM’ye yapisarak patojenlerin zarar vermesini engelleyebilir.
Bu sayede epitel kendini onarabilir. Literatiir incelendiginde probiyotik bakterilerin
insan viicudunda gastrointestinal yollardaki etki mekanizmalar1 hakkinda pek cok
arastirma yapildig1 goriilmektedir. Probiyotiklerin bu etki mekanizmalar1 anlasildikca
insan sagligi icin neden yararli ve 6nemli oldugu da daha iyi anlasilacaktir. Probiyotik
mikroorganizmalarin epitel hiicrelere ve bagirsak mukozasina tutunmasi, patojenlerin
tutunumunu engellemesi, immiin sistemin aktive edilmesi, zarar géren mukozanin
tyilesmesine katki saglamasi ve probiyotik etkinin daha uzun slirmesi agisindan énemli
olabilmektedir. Yapilan in vitro ¢alismalarda Lactobacillus tiirlerinin epitel hiicrelere

tutunmasinda asagida belirtilen faktorlerin etkili oldugu goriilmiistiir.
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- Hidrofobisite ve ekstraseliiler proteinler ve bakteri hiicresi {iizerindeki
karbonhidratlar, tutunmaya yardimci olur.

- Mikroorganizma hiicrelerinin proteaz enzimi ile muamelesi tutunmayi olumsuz
bir sekilde etkiler.

- Bakteri hiicrelerinin ylizeyinde bulunan karbonhidratlarin okside olmasi
tutunmay1 azaltir.

- Disiik pH ve pepsinle muamele edilen bakterilerde tutunma yetenegi biiyiik
Olciide azalir.

- Bakteri hiicrelerinin mannozla muamelesi tutunmay1 azaltir.

- Bakterilerin yetisme ortamindaki serbest yag asitleri, hem bakterilerin gelisimini
hem de tutunumunu olumsuz bir sekilde etkiler.

- Bakterilerin yetisme ortami tutunma yetenegini biiyiikk Ol¢lide etkileyen
faktorlerden biridir.

- Hidrofobik etkilesimler de tutunmay1 6nemli 6l¢iide etkiler (Ross vd 1996; Onal
vd 2005; Dogan 2012).

1.1.2. Probiyotik mikroorganizmalarin insan saghg iizerine etkisi

Bakterilerin canli viicuduna zarar verdigi ve cesitli hastaliklara yol actig1 fikri yillarca
dogru olarak kabul edilmistir. Ancak yapilan birgok ¢alisma baz1 mikroorganizmalarin
insan ve hayvanlardaki ¢esitli hastaliklarin  Onlenmesinde ve tedavisinde

kullanilabilecegini gostermistir (Goldin 1998; Tagsdemir 2017).

Probiyotik mikroorganizmalarin insan sagligi iizerine olumlu etkileri uzun yillardan beri
bilinmektedir ve bu olumlu etkiler bilimsel olarak ispatlanmistir Bu konuda yillardir
yapilan ¢aligmalar sayesinde intestinal floradaki bakterilerin saglik acisindan ne kadar
onemli oldugu giiniimiizde daha iyi anlasilmaktadir. Ozellikle giiniimiizde antibiyotik
direncinin ¢ok hizli bir sekilde artmasi probiyotik kullanimina gosterilen ilginin
artmasina neden olmustur. Bu nedenle saglikli bir yasam siirmek ve viicut direncini
arttirarak hastaliklarla daha iyi savasabilmek icin probiyotik kullanimi 6nerilmektedir.

Probiyotik mikroorganizmalarin tedavisinde olumlu katkilar sagladig: cesitli hastaliklar
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Cizelge 1.4°de kisaca belirtilmistir (Laurens-Hattingh and Viljoen 2001; Sullivan and
Nord 2005; Demirdren ve Ozen 2012)

Cizelge 1.4. Probiyotik mikroorganizmalarin etkili oldugu bazi hastaliklar (Ceyhan ve

Alig 2012; Kav 2019)

Hastahk Adi Hastalik Ad1
Kanser Depresyon
Kalp Rahatsizliklari Otoimmiin Hastaliklar
Diyare Inflamatuvar Hastaliklar
e Antibiyotik liski e IBH (inflamatuvar  Bagirsak
o Bakteriyel Hastalig1)
e Viral o Allerji
e Astim

Karaciger Yaglanmasi

Infeksiyoz Hastaliklar

Obezite Yogun Bakim
e Pankreatit
e Travma vb.
Yaslanma Laktoz Intolerans1

Glniimiizde, insan viicudunda yasayan mikrobiyal hiicrelerin sayisinin insan
hiicrelerininkinden 10 kat daha fazla oldugu ve yaklasik 350 trilyon gibi olduk¢a biiyiik
sayilara ulasabildigi tahmin edilmektedir. Insan mikrobiyotasi, basta bakteriler olmak
lizere, protozoalari, arkeleri, viriisleri ve kiifleri igerir. Kolonik mikrobiyota insan
viicudundaki en c¢ok mikroorganizmayr iceren alandir. Bagirsak, ¢esitli
mikroorganizmalar1 barindiran ¢ok karmasik bir ortamdir. Bagirsak, hem islevleri
nedeniyle hem de beyin ve sinir sistemi ilizerindeki etkilerinden dolay1 ikinci beyin
olarak adlandirilmaktadir (Kav 2019).

Probiyotik mikroorganizmalar, viicut isleyisinde ¢ok fazla isleve sahip olan bagirsaklar
tizerinde bilimsel c¢aligmalarla da kanitlanmigs pek c¢ok olumlu etkiye sahiptir.

Probiyotiklerin bagirsak epiteline bazi faydalarini siralayacak olursak;
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- Mukus iiretimini arttirir,

- Zarar gormiis epitel hiicrelerinin onarimina katki saglar,

- Epitel hiicreler arasindaki direnci arttirir ve bu sayede biitiinl{igiin korunmasina
katki saglar,

- Epitel hiicrelerin apoptozunu (programlanmis hiicre 6liimii) 6nler (Sullivan and

Nord 2002).

Insan bagirsaginda yiizlerce mikroorganizma tiirii bulunmaktadir ve bagirsak
mikroflorasinin biiyiik ¢cogunlugunu bakteriler olusturmaktadir. Bagirsak mikroflorasi
yeni dogan doneminde kazanilir ve sabit kalir. Ancak yas, cinsiyet, stres, diyet, ilag
kullanim1 ve ¢evre gibi bazi faktorler insan bagirsak mikroflorasinin bilesimini
degistirebilmektedir. Bir¢ok olumsuz faktoriin etkisiyle bagirsak fizyolojik biitlinliiglinii
kaybeder ve bu durum mikroflorada faydali mikroorganizmalarin sayisinin azalmasina,
sagliga zararli veya patojenik mikroorganizmalarin sayisinin artmasina yani mikroflora
dengesinin bozulmasina neden olur. Sonug olarak konake1, hastaliklara karsi ¢ok daha
duyarl1 hale gelmektedir. Bu konuda yapilan calismalar probiyotik kullaniminin
bagirsak florasinda yararli mikroorganizma sayisini arttirdigini, mikroflora dengesinin
yeniden saglanmasimma ve bodylece konakg¢inin cesitli gastrointestinal hastaliklardan
korunmasina yardimer oldugunu kamtlamistir. Gastrointestinal sistemde (GIS) bulunan
baz1 mikroorganizmalar ve bunlarin sayilari Sekil 1.2°de gosterilmistir (Kasper 1998;
Naidu et al. 1999; Fooks et al. 1999; Coskun 2006).

Insanlarin bagirsak mikroflorasinda bulunan mikroorganizmalarin yaklasik %98’i insan

sagligi i¢in yararlidir ve sindirime biiyiik oranda yardimci olurlar (Koca 2015).
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Sekil 1.2. Gastrointestinal (GIS) sistemde bulunan mikroorganizmalar (Kav 2019)

Probiyotik bakteriler, antimikrobiyal maddeler salgilama, laktik asit {ireterek ortam
asitligini artirma, bakteriyosin iiretimini arttirma, patojenlerin epitel hiicrelere
tutunmasini engelleme, serbest radikal liretme ve besin kaynaklari i¢in rekabet etme gibi
cesitli yollarla patojen mikroorganizmalar1 inhibe etmektedirler. Ayrica probiyotik
mikroorganizmlar antienfektif etki de gdstermektedir. Yapilan c¢aligmalar probiyotik
mikroorganizmalarin lokal ve toplam immiinoglobulin A (IgA) diizeyini etkileyerek
konak canlinin enfeksiyonlara karsi direncini arttirdigini ve Lactobacillus salivarius ve
Bifidobacterium breve 'nin yaslilarda yardimcr T hiicreleri (T-helper cell) tarafindan
olusturulan antijene 6zgii immiin yanit1 aktive ederek immiin sistemin diizenlenmesinde
rol oynadigim1 ve bdylece bagisikligi olumlu bir sekilde etkiledigini gdstermistir.
Immiinoglobulin A, patojen mikroorganizmalarin bagirsak mukozasma yapismasini
engellemede rol alan bir antikordur. Probiyotik bakteriler antijen 6zellikteki maddelerin

kimyasal yapilarini degistirerek veya viicuttan gayta ile atilmalarin1 saglayarak dolasim
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sistemine gegislerini engeller ve alerjik rahatsizliklarin goriilme sikligini azaltabilirler
(Gibson 1998; Spanhaak et al. 1998; Molbay ve Cekin 1999; Rodrigues et al. 2000;
Yilmaz 2004; Giamarellos-Bourboulis et al. 2009; lemoli et al. 2012; Ceyhan ve Alig
2012; Hao et al. 2015).

Laktobasil tiirleri, rota virlisii gibi ishal ile seyreden hastaliklarin tedavisinde
kullanilmis ve basarili sonuglar elde edilmistir. Ayrica probiyotik kullanimi sayesinde
ishale yakalanma oraninin 4 kat azaldig1 goriilmistiir. Saccharomyces boulardii’de ishal
rahatsizliklarinda ayn1 etkiyi gostermistir. Lactobacillus salivarius tiiriiniin, ¢esitli mide
ve bagirsak hastaliklarina sebep olan Helicobacter pylori’nin gelisimini durdurdugu
bircok calismayla kanitlanmistir. Probiyotik mikroorganizmalar hem bu bakterinin
epitele adezyonunu onler hemde sonrasinda gelisen yan etkilerini azaltabilir. (Guarino

et al.1997; Aiba et al. 1998; Molbay ve Cekin 1999; Mukai et al. 2002; Jacobson 2015).

Probiyotik mikroorganizmalar laktozu pargalayabildikleri igin laktoz seviyesinin
diismesine sebep olurlar ve boylece laktoz intoleransi olan hastalarda, bu rahatsizligin
ortadan kalkmasinda dnemli rol oynarlar. Lipid ve proteinlerin enzimatik hidrolizinde
rol alarak bu bilesiklerin kullanilabilirliklerini artirirlar. Safra tuzlarimin atilimini
artinirlar. Kanda kolestroliin ylikselmesi birgok rahatsizliga neden olabilmektedir.
Probiyotikler hem bagirsaktaki deoksikolik asit (DCA) seviyesini azaltarak kandaki
kolestrol seviyesinin dengelenmesini saglarlar hem de iyi huylu kolestrol (HDL, yiiksek
yogunluklu lipoprotein) seviyesinin  artmasimi  saglarlar. Kalp ve damar
rahatsizliklarindan korunmada etkindirler. Ayrica bifidobakterler, laktik ve asetik asit
gibi zayif asitler iireterek bagirsak pH’m1 dengelerler. Bu sayede bagirsagr ve dogal
olarak konakg¢i canliyr gesitli hastaliklara kars1 korurlar. (Savaiano 1984; Walker and
Gilliland 1993; Kundakg1 ve Ergoniil 2006; Coskun 2006; Guo et al. 2012).

Yenidogan donemde, bebeklerde goriilen ve bir sindirim sistemi rahatsizligr olan
nekrotizan enterokolite, Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium infantis katkili

mamalarla beslenen bebeklerde daha az rastlanmaktadir (Cetinkaya ve Koksal 2004).
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Probiyotik mikroorganizmalar solunum yolu enfeksiyonlar1 ile ilgili rahatsizliklarin
daha kisa siirede ve daha az siddetli atlatilmasinda biiyiik rol oynar. Lactobacillus
plantarum viicuda yeterli diizeyde alindiginda, iltihapli inflamatuvar rahatsizliklarin
azalmasma ve yaralarin daha hizli iyilesmesine yardimci olabilmektedir. Ozellikle
ameliyatlardan sonra, bu etkiler ¢cok biiyliik fayda saglamaktadir. Ayrica probiyotik
mikroorganizmalar  anti-toksin mekanizmasma sahiptir. Bu sayede zararli
mikroorganizmalarin olusturdugu toksinlerin pargalanmasinda rol alirlar (Hao et al.

2015; Anonim 2018; Giirkan 2018).

Cesitli kanser tiirleri arasinda kolorektal kanser (CRC) diinya genelinde ve 6zelliklede
gelismis tlilkelerde ¢ok sik goriilen ve Oliim orani yiliksek olan bir kanser tiirtidiir.
Yapilan ¢alismalar, intestinal mikrobiyotada yeterli ~miktarda probiyotik
mikroorganizma oldugu zaman CRC gelisiminin Onlenebilecegini gostermistir.
Probiyotikler hem karsinojenik maddeleri inaktif hale getirebilirler hem de bunlar
salgilayan mikroorganizma enzimlerinin inhibisyonunu saglarlar. Bu
mikroorganizmalar konakgi bagirsak mikrobiyotasini diizenleyerek konakgiya saglik
yararl saglamaktadirlar. Ayrica antioksidan etkiye de sahiptirler (Sullivan and Nord
2002; Bassaganya-Riera et al. 2012; Mohania et al. 2013; Kiray ve Kariptag 2015; Dos-
Reis et al. 2016).

Probiyotik mikroorganizmalarin kullanimi, karaciger rahatsizliklarinin ve vajinal
enfeksiyonlarin tedavisinde, agiz ve dis sagliginin korunmasinda da yarar saglamaktadir

(Giirkan 2018).

Probiyotik ~ mikroorganizmalarin  tim  bu  yararlh  etkileri = saglamasinda
mikroorganizmanin; tipi (tiir, cins, sus), bulundugu gidadaki konsantrasyonu, 6lii veya
canlt olusu ve {rettigi metabolitler biiyilk oranda etkili olmaktadir. Her probiyotik
mikroorganizma tiirii kendine 6zgii farkl 6zelliklere sahiptir. Tiiketildikleri zaman hepsi
ayn1 etkiyi saglamaz. Bu yiizden hangi hastaliga hangi probiyotik mikroorganizmanin
daha iyi gelecegi lizerine bilimsel arastirmalar yogun bir sekilde devam etmektedir.

Ayn1 zamanda c¢esitli probiyotik mikroorganizmalarin birlikte kullanilmasiyla
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bagirsaklarda olusan sinerjist etki de birgok yarar saglayabilmektedir. Konakg¢inin
bagirsak mikroflorasi ve prebiyotikler de probiyotiklerin beklenen yarar1 saglamasinda
etkili olmaktadir. Prebiyotikler, sindirilmeden dogrudan kalin bagirsaga gecen
karbonhidratlardir. Laktuloz, iniilin ve galaktoz igeren galakto oligosakkaritler
prebiyotik olan bu karbonhidratlara 6rnek olarak verilebilir. Bunlar bagirsakta bulunan
probiyotikler tarafindan kullanildig1r i¢in probiyotiklerin gelisimini ve aktivitesini
olumlu bir sekilde etkilemektedir. Prebiyotikler bagirsakta bulunan patojenlerin
gelisimini ise engellemektedir (Crittenden 2001; Inang vd 2005; Harman and Knol
2006; Tannis 2008; Shenderov 2011; Sezen 2013; Kiray ve Kariptas 2015).

Probiyotik olarak kullanilacak mikroorganizmalar hakkinda giderek artan arastirmalar
ve caligmalar sayesinde ilerleyen donemlerde bir¢cok hastaligi onleyebilecek ve tedavi

edebilecek mikroorganizma susglar1 bulunabilecektir (Giirkan 2018).
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2. LITERATUR OZETi

Ozellikle modern zamanda saglikli beslenme konusunda insanlarin daha ¢ok bilingli
hale gelmesiyle birlikte, probiyotikler biiylik 6nem kazanmistir. Bu amagla ¢esitli
gidalardan izole edilen mikroorganizmalarin probiyotik ve teknolojik 6zelliklerinin ve
gastrointestinal sistemdeki tutumlarinin belirlenmesi amaciyla bilim insanlarinca birgok

calisma yapilmistir.

Uroic et al. (2014) tarafindan Hirvatistan ve Sirbistan’dan geleneksel olarak {iiretilmis
salamura beyaz peynir ornekleri toplanarak LAB’larin izolasyonu ve ilgili izolatlarin
bazi probiyotik 6zelliklerinin incelenmesi gergeklestirilmistir. Peynirlerden, toplamda
86 adet LAB izole edilmistir. Elde edilen LAB izolatlarinin gastrointestinal sistem
kosullarima dayanmikliliklarin1 belirlemek amaciyla simiile mide ve safra ortami
hazirlanarak mikroorganizmalara uygulanmistir. Bu islem sonucunda 86 izolatin sadece
26 tanesi sindirim sistemi kosullarina direng gosterebilmistir. Daha sonra en iyi direng
gosteren 11 susun in vitro kosullarda Caco-2 ve HT29-MTX bagirsak adenokarsinoma
hiicrelerine tutunma ozellikleri test edilmistir. Suglar Caco-2 hiicrelerine ¢ok iyi bir
sekilde tutunurken, HT29-MTX hiicrelerine ¢ok iyi tutunum gdsterememislerdir.
Calisma sonucunda bu suslarin probiyotik siit {irtinlerinin ticari liretiminde potansiyel

probiyotik olarak kullanilabilecekleri goriilmiistiir.

Samanje (2018) tarafindan yapilan bir calismada, farkli bolgelerden 50 adet siit 6rnegi
toplanmis ve izolasyon islemi uygulanarak toplam 103 laktobasil susu elde edilmistir.
Elde edilen izolatlarin fenotipik karakterleri incelendikten sonra suslar, probiyotik
ozellikleri acisindan da degerlendirilmistir. Bu amagla suslarin mide kosullarina ve
yiiksek safra konsantrasyonuna direngleri incelenerek sonraki analizler i¢in 14 uygun
sus secilmistir. Daha sonra segilen suslarin antibiyotik direngleri ve antimikrobiyal
ozellikleri incelenmis ve bu LAB’larin bagirsak epitel hiicrelerine tutunumunu
belirlemek amaciyla in vitro analizlere gegilmistir. Tutunum testi i¢in HT-29 hiicre hatti
kullanilmistir. Analizlerin sonucunda; 14 izolatin hepsinin antimikrobiyal etkiye sahip

oldugu, 9 susun probiyotik 6zelliklerinin ¢ok iyi oldugu ve iclerinden 2 tanesinin ise
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HT-29 hiicrelerine iyi bir sekilde baglandig1 goriilmiistiir. Probiyotik 6zellikleri ¢ok iyi

olan 9 susun molekiiler tan1 sonucunda L. plantarum oldugu tespit edilmistir.

Urla Bolgesinden dogal yogurt Ornegi toplanarak LAB’larin izolasyon ve
karakterizasyonlarinin ~ yapilmasi1 ile probiyotik  6zelliklerinin  incelenmesinin
amaglandigr calisma Okuklu (2014) tarafindan gergeklestirilmistir. Bu kapsamda
bolgeden 13 farkli yogurt 6rnegi toplanmis ve dncelikle izolasyon iglemi yapilarak 473
adet LAB susu elde edilmistir. Suslara, fizyolojik ve biyokimyasal metotlar ile
probiyotik 6zellikler kullanilarak tanilama islemi yapilmis, 26 basil ve 5 kok muhtemel
probiyotik olarak belirlenmistir. PCR-RFLP ve PFGE-RFLP metotlarina bagvurularak
muhtemel probiyotik suslar i¢in daha ileri seviyede bir karakterizasyon islemine
gidilmistir. Mide asidine direng, safra tuzuna karsi tolerans, kolesterol asimilasyonu,
gastrointestinal sistemden gegis ve Caco-2 epitel hiicrelerine yapisma kabiliyeti,
antibiyotik direnci, hiicre yilizey hidrofobikligi ve antimikrobiyal aktivite testleri
uygulanarak suslarin probiyotik 6zellikleri incelenmistir. Sonug olarak suslarin hepsinin
aside ve safra tuzuna dayanikli oldugu, Caco-2 epitel hiicrelerine yapisabildikleri ve
Escherichia coli ve Listeria innocua iizerinde antimikrobiyal etkiye sahip olduklari

tespit edilmistir.

Pisano et al (2014) siit triinlerinden izole edilen laktobasillerin, probiyotik olarak
kullanilabilirliklerini belirlemeyi amaglayan bir ¢alisma yiirtitmiiglerdir. Bu kapsamda,
stit triinlerinden toplam 23 adet Lactobacillus susu izole edilerek bazi o6zellikleri
incelenmistir. Oncelikle izole edilen suslarin, patojen mikroorganizmalar1 inhibe
edebilme yetenekleri ve safra tuzlarina karsi toleranslari incelenmistir. Daha sonra en iyi
ozelligi gosteren 6 sug; gastrointestinal sistemde hayatta kalma, bagirsak epitel
hiicrelerine tutunma, enzimatik aktivite ve baz1 giivenlik 0Ozellikleri agisindan
degerlendirilmistir. Biitiin suglar simiile gastrointestinal sistem kosullarinda hayatta
kalmay1 bagarmistir. Lactobacillus rhamnosus susu, Caco-2 bagirsak hiicrelerine diger
suslardan daha yiiksek oranlarda (%20) tutunum gostermistir. Tiim suslarin yiiksek

aminopeptidaz ve beta-galaktosidaz aktivitesi gosterirken, diisiik proteolitik aktivite
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gosterdikleri ve bircok antibiyotige karst duyarli olduklar1 gézlemlenmistir. Bu ¢alisma

sonucunda LAB suslarinin potansiyel probiyotik aday1 olduklari belirlenmistir.

Ticari olarak kullanilan ve muhtemel probiyotik olan bazi LAB’larin birtakim
probiyotik O6zelliklerinin incelenmesinin amaglandigi ¢alisma Jensen et al. (2011)
tarafindan yapilmistir. Lactobacillus plantarum, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus
farciminis, Lactobacillus sakei, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus reuteri ve Pediococcus pentosaceus suslarimin insan gastrointestinal
sisteme toleransi ve insan kolon adenokarsinoma hiicre hatlarina (Caco-2, HT-29 ve LS
174T) tutunumu in vitro kosullarda incelenmistir. L. reuteri ve P. pentosaceus
suglarinin insan mide ve safra kosullarina ¢ok iyi dayandigi, L. pentosus, L. farciminis
ve L. sakei suslarinin ise 180 dakika sonunda canliliklarini kaybettigi gozlemlenmistir.
L. plantarum MF1298 ve ii¢ L. reuteri susunun uygulanan hiicre hatlarina giiglii bir
sekilde tutundugu tespit edilmistir. Sonug¢ olarak L. reuteri suslart digerleriyle

kiyaslandiginda daha {istiin probiyotik 6zelliklere sahip oldugu goriilmiistiir.

Kimoto et al. (1999) tarafindan yapilan c¢aligmada, farkli dlkelerin kiiltiir
koleksiyonundan toplanan ve probiyotik olduklar1 bilinen 9 Lactococcus susunun Caco-
2 hiicrelerine tutunumu, asidik kosullara (pH 2,5) direnci ve safra tuzuna (%0,5-%0,9)
kars1 toleranslar1 test edilmistir. Bu g¢alismada Lactobacillus johnsonii Lal pozitif
kontrol, L. acidophilus JCM 1132 ise negatif kontrol olarak kullanilmistir. Suslarin,
diisiik pH ve safra uygulamasindan sonra canliligini belirlemek i¢in MRS agar tizerinde
saymm yapilmigtir. Lactcoccus lactis ssp. lactis NIAI527 susunun aside ve safraya en
dayanikli sus oldugu tespit edilmistir. Bagirsak epiteline tutunumu belirlemek amaciyla
Caco-2 hiicreleriyle yapilan analizin sonucunda ise 6 susun bu hiicrelere baglanabildigi
ancak Lactcoccus lactis ssp. lactis NIAIS27 susunun en yiiksek oranda baglanma

gosterdigi belirlenmistir.

Dongchimi, kimchi, meju gibi Kore’ye ait geleneksel fermente gidalardan izole edilen
LAB’larin baz1 probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesinin amaglandig: ¢alisma Lim and

Im (2009) tarafindan gergeklestirilmistir. Bu kapsamda LAB suslari; asit ve safraya
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tolerans, antibiyotik direnci, Caco-2 ve HT-29 hiicrelerine tutunma kapasitesi ve
patojenlere kars1 inhibisyon acisindan bazi testlere tabi tutulmustur. Testler sonucunda
DC 55, DC 136, DC 222, KC 21, KC 24, KC 34, KC 43, KC 117, MJ 54, MJ 301, SP
33 ve SP 170 suslarimin asit ve safra tuzuna karst ¢ok iyi diren¢ gosterdikleri
goriilmistir. DC 55, DC 136, KC 24, KC 43 ve MJ 301 suslart 20 mg/ml ve {izeri
konsantrasyonlarda bulunan vankomisin, streptomisin siilfat ve amoksisilin
antibiyotiklerine kars1 direngliyken, DC 222, KC 21, KC 34, KC 117, MJ 54 ve SP 33
suslart1 2 mg/ml’nin altindaki konsantrasyona diren¢ gosterebilmistir. DC 55, KC 21,
KC 24 ve MJ 301 suslar1 Caco-2 ve HT-29 hiicrelerine %50’den daha yiiksek bir oranda
tutunum gostermistir. Ayrica KC 21 susu, Staphylococcus aureus tizerine yaklasik %70
oraninda inhibisyon gerceklestirmistir. Bu etkiyi hem organik asit hem de bakteriyosin
tretimi ile saglamistir. Fenotipik Ozelliklerin belirlenmesi ve c¢esitli sekerlerin
kullanimina dayanan tanilama ile KC 21 susunun Lactobacillus plantarum oldugu tespit

edilmistir.

Duary et al. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada; insan bagirsagindan, bizon siitiinden
ve peynirden izole edilen Lactobacillus plantarum, ve L. delbrueckii subsp. bulgaricus
CH4 izolatlarinin Caco-2 ve HT-29 hiicrelerine tutunumu in vitro kosullarda hiicre
kiltiiri metoduyla incelenmistir. L. plantarum CSCC5276 ise referans kiiltiir olarak
caligmada yer almistir. Calisma sonucunda insandan izole edilen L. plantarum Lp72, L.
plantarum Lp75, L. plantarum Lp77, L. plantarum Lp90, L. plantarum Lp91 ile bizon
stitii ve peynirden izole edilen L. plantarum Lp9, L. delbrueckii subsp. bulgaricus CH4
kiiltiirlerinin hepsinin Caco-2 ve HT-29 hiicrelerine tutundugu gozlenmistir. Ancak
suslar yiizde tutunum oranlari agisindan kiyaslandiginda referans kiiltiirde dahil olmak

tizere L. plantarum Lp91°in en etkili kiiltiir oldugu tespit edilmistir.

Tuomola and Salminan (1998) tarafindan yapilan ¢alismada, ¢cogu gida endiistrisinde
probiyotik olarak kullanilan 12 farkli Lactobacillus susunun bagirsak epiteline
tutunumu belirlemek amaciyla hiicre kiiltiirii metodu kullanilarak suglarin Caco-2
hiicrelerine tutunumu test edilmistir. Escherichia coli suslari ise pozitif ve negatif

kontrol olarak kullanilmistir. Caco-2 hiicre hattina en iyi tutunan sus L. casei (%14)
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olurken, en az tutunum gosteren susun L. casei var. Rhamnosus (%3) oldugu
goriilmiistiir. Pozitif kontrol susu %14 oraninda tutunum gosterirken, negatif kontrol ise
%3 oraninda bir tutunum gostermistir. Ayrica L. acidophilus 1 (LC10), L. rhamnosus
LC-705 ve Lactobacillus GG (ATCC 53103) suslarmin da kontrol susu ile

kiyaslandiginda Caco-2 hiicrelerine iyi bir sekilde tutundugu gozlemlenmistir.

Lactobacillus rhamnosus DR20, L. acidophilus HNO17, ve Bifidobacterium lactis DR10
suslarmin in vitro kosullarda bagirsak epitel hiicrelerine tutunumunun, kolonizasyon
ozelliklerinin ve enterotoksijenik Escherichia coli’ ye karsi antagonistik aktivitelerinin
incelenmesini amaglayan ¢alisma Gopal et al. (2001) tarafindan yapilmistir. Bu ¢alisma
kapsaminda, HT-29, Caco-2, ve HT29-MTX insan intestinal hiicre hatlar1 kullanilmustir.
L. acidophilus LA-1 ve L. rhamnosus GG suslari kontrol sus olarak kullanilmustir.
Tutunan suglarin sayisi, gram boyama sonrast mikroskop altinda sayim ve radyoaktif-
isaretli bakterilerin sinitilasyon sayimi olmak tizere iki farkli yolla gergeklestirilmistir.
Uc susta intestinal hiicre hattina bagl olarak degisen oranlarda giiclii bir baglanma
gostermistir. Mukus salgilayan HT29-MTX hiicre hattina suslarin iki-ii¢ kat daha fazla
oranda baglandig1 gbzlemlenmistir. Daha sonra yapisan suslarin bagirsakta tek tabaka
halinde bulunan ve toksik oldugu bilinen E. coli O157:H7’ye kars1 inhibe edici etkisi
aragtirtlmistir. Sonug olarak bu suslarin E. coli O157:H7 sayisinda azalmaya neden

oldugu goriilmiistiir.

Alp (2018) tarafindan yapilan ¢alismada, cesitli illerden toplanan gida ve bitkilerden 69
adet LAB izole edilmistir. Izole edilen bu bakterilerin probiyotik 6zelliklerini
belirlemek i¢in; mide ortamina direngleri, safra tuzlarina kars1 gosterdikleri tolerans,
kolesterol seviyesini diisiirme yetenekleri, ekzopolisakkarit iiretip lretmedikleri ve
cesitli patojen mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal 6zellikleri belirlenmistir. Daha
sonra secilen LAB’lara in vitro kosullarda bagirsak epiteline tutunum ve patojenlerin
bagirsaga yapismasini engelleme yetenekleri incelenmistir. Basta Lactobacillus
plantarum olmak {izere 9 susun ekzopolisakkarit iirettigi ve en fazla kolesterol
asimilasyonunu ise Leuconostoc lactis’in yaptig1 tespit edilmistir. Izolatlar, bagirsak

epiteline iyi bir sekilde tutunum gostermistir. Ayrica izolatlarin Listeria monocytogenes
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gibi baz1 patojenlere karsi olduke¢a yiiksek oranda epitel hiicrelere tutunma kapasitesi

oldugu goriilmiistiir.

Probiyotik olan Enterococcus mundtii STASA ve Lactobacillus plantarum suslarmin
baz1 patojenlerin epitel hiicrelere tutunumunu engeleme yetenegini ve antibiyotik ile
antienflamatuar ilaglarin varliginda Caco-2 hiicrelerine tutunumunu inceleyen ¢alisma
Botes et al. (2009) tarafindan gergeklestirilmistir. In vitro kosullarda Caco-2 hiicre hatti
kullanilarak yapilan ¢alisma sonucunda, her iki susun da (L. casei MB1, L.
casei Shirota, L. johnsonii Lal and L. rhamnosus GG ile kiyaslandiginda) Caco-2
hiicrelerine iyi bir sekilde tutundugu goriilmiistiir. Ancak ayni islemler antibiyotik
maddeler ve antienflamatuar ilaglarin varliginda yapildiginda tutunumun biiyiik oranda
azaldig1 tespit edilmistir. Ayrica bu iki susun Listeria monocytogenes ScottA’nin Caco-

2 hiicrelerine tutunumunu engellemedigi goriilmiistiir.

Schillinger et al. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada, Almanya’da bazi marketlerden ve
tireticilerden toplanan probiyotik yogurt gibi siit lirtinlerinden izole edilen LAB’larin
birtakim probiyotik 06zelliklerinin ve in vitro kosullarda bagirsak epiteline
tutunumlarmin (mukus salgilayan HT29-MTX hiicre hatti kullanilarak) incelenmesi
amaglanmistir. Bu kapsamda in vitro sistemde simiile mide ortami1 (pH 2,0) ve safra
tuzlart kullanilarak Lactobacillus acidophilus grubu ile L. casei’nin 9 susu
kiyaslanmistir. Kiyaslama sonucunda L. acidophilus grubuna ait suslarin L. paracasei
ve L. rhamnosus suslarina gére mide ortamina daha dayanikli oldugu gozlenmistir.
Ayrica L. acidophilus’un test edilen biitliin suslari safra tuzlarini tolere edebilmistir.
HT29-MTX hiicrelerine baglanma testinde ise L. rhamnosus GG. susu referans olarak
kullanilmis ve tim LAB suslarinin yiiksek oranlarda (%20-40) HT29-MTX hiicrelerine
tutundugu belirlenmistir. Ancak Lactobacillus BFE 704 susunun digerlerinden daha

yiiksek oranda tutundugu tespit edilmistir.

Anne siitii ve anne siitiiyle beslenen bir bebegin diskisindan izole edilen Lactobacillus
salivarius CECT 5713 susunun bazi probiyotik &zelliklerinin incelenmesini amaglayan

calisma Martin et al. (2006) tarafindan yapilmistir. Oncelikle bebek diskisindan izole
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edilen bu susun, RAPD ve PFGE analizleri yapilarak bebegin beslendigi annenin
stitiinde de bulundugu tespit edilmistir. Daha sonra Lactobacillus salivarius CECT 5713
susu; antimikrobiyal madde tiretebilme, simiile gastrointestinal sistemde canli kalabilme
ve intestinal hiicrelere tutunabilme yeteneklerinin belirlenmesi amaci ile test edilmistir.
Susun; laktat, asetat, hidrojen peroksit ve bakteriyosin iireterek kullanilan indikator
organizmalara karst antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve gastrointestinal sistemde
biiylik oranda (%55) hayatta kaldigr goriilmiistiir. Ayrica Lactobacillus salivarius
CECT 5713 susunun Caco-2 ve HT-29 hiicrelerine giiclii bir sekilde baglandig tespit

edilmistir.

Verdenelli et al. (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada, yaslar1 60-90 arasinda degisen
insanlarin diskisindan izole edilen Lactobacillus rhamnosus ve Lactobacillus paracasei
suslar1 probiyotik agidan incelenmistir. Izole edilen 11 adet laktobasil susunun;
morfolojik, kiiltiirel ve fizyolojik Ozellikleri analiz edilmistir. Suslarin sindirim
sisteminde canliliklarin1 devam ettirebilme durumlarini belirlemek amaciyla, in vitro
kosullarda mide (pH 3) ve safra tuzuna tolerans (%0,1; 0,3; 0,5) testleri yapilmistir.
Daha sonra, HT-29 hiicrelerine yapisma, antimikrobiyal aktivite ve antibiyotik
duyarlilik incelenmistir. Analizler sonucunda; Lactobacillus rhamnosus IMC 501
ve Lactobacillus paracasei IMC 502 suslarinin diisiik asidik ortam ve safra kosullarini
iyi bir sekilde tolere ettigi; E. coli ATCC 11775, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Clostridium perfringens ATCC 13124, Candida albicans ATCC 10261
ve Streptococcus mutans ATCC 20523’¢ kars1 inhibitor etki sergiledikleri; vamcomisin,
kolistin siilfat, gentamisin, oksolinik asit ve kanamisine karsi direngli olduklari tespit
edilmistir. Ayrica bu iki sus HT-29 hiicrelerine gii¢clii bir tutunum gdstermistir. Sonug
olarak Lactobacillus rhamnosus IMC 501 ve Lactobacillus paracasei IMC 502

suslarinin muhtemel probiyotik oldugu goriilmiistiir.

Ulkemizin cesitli bolgelerinden kefir ornekleri toplanarak yapilan bir calismada
izolasyon islemi yapilmis ve elde edilen izolatlara molekiiler tanilama islemi
uygulanarak Lactobacillus acidophilus tiiriine ait dort sus elde edilmistir. Tanilama

amaciyla bakteri genlerinin 16S rRNA bolgeleri PCR ile ¢ogaltilmistir. Elde edilen bu
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suslara, mide asidi ve safra tuzlarina direng¢ testi, antibiyotik duyarlilik testi ve
hidrofobisite testi yapilarak probiyotik karakterleri incelenmistir. Yapilan bu in vitro
analizler sonucunda biitiin izolatlarin mide ortamina ve safraya karsi olduk¢a dayanikli
oldugu, ancak suslarin hiicre yiizeyi hidrofobisitesinin oldukc¢a diisiik oldugu
goriilmistiir. Test sonuglarina gore kefirlerden elde edilen laktobasillerin muhtemel

probiyotik sus olabilecegine karar verilmistir (Giilel 2014).

Yenidogan bebekler icin biiyiik 6neme sahip olan anne siitiiniin probiyotik acidan
incelenmesinin amagclandigi calisma, Yavuzdurmaz (2007) tarafindan
gerceklestirilmistir. Bu calisma kapsaminda, 15 saglikli anneden siit ornekleri
toplanmistir ve farkli Dbesiyerlerinde anaerobik kosullarda izolasyon islemi
gerceklestirilmistir. Bu islem sonucunda 200 adet laktik asit bakterisi izole edilmistir.
Daha sonra probiyotik Ozelliklerini gozlemlemek amaciyla suslarin; asidik kosullara
(pH 3) direnci, safra tuzlarma (%0,3) toleransi ve antimikrobiyal aktivitesi test
edilmistir. Izolatlarin sadece {icii (iki adet basil, bir adet kok) hem mide hem de safraya
kars1 yiiksek oranda direng gostermistir. Ayrica Salmonella thyphimurium CCM 5445,
Escherichia coli 0157:H7 NCTC 129000 ve Escherichia coli NRRL B-3008
mikroorganizmalar1 lizerine antibakteriyel etki gosterdikleri tespit edilmistir. Daha
sonra bu ti¢ susun 16S rRNA bolgeleri PCR ile ¢ogaltilmis ve RFLP’leri (Restriction
Fragment Length Polymorphism) ile kiyaslanarak bu suslar Lactobacillus oris ve
Lactobacillus fermentum seklinde tanimlanmistir. Sonug olarak bu suslarin potansiyel

probiyotik olarak kullanilabilecegi goriilmustiir.

Aakef (2018) tarafindan yapilan ¢alismada, Libya, Irak ve Tiirkiye’den 16 adet hurma
cesidi toplanmigtir. Bu hurmalardan 16 maya susu izole edilmis ve yapilan molekiiler
tan1 ile suslarin Pichia kudriavzevii ve Kluyveromyces marxianus oldugu tespit
edilmistir. Daha sonra bu suslarin; pH 2’de aside karsi1 direngleri, %0,3 oraninda safraya
kars1  toleranslari, hiicre yiizeyi hidrofobiklikleri, agregasyon kapasiteleri,
antimikrobiyal karakterleri ve antibiyotik direngleri ¢esitli testlerle belirlenmistir.
Suslarin L. acidophilus ve P. auroginosa iizerinde antimikrobiyal etkiye sahip olduklari

ancak C. albicans igin higbir inhibe edici etkilerinin olmadigi ve bazilarmin gesitli
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antibiyotiklere kars1 direngli olduklar1 gozlemlenmistir. Calisma sonucunda P.
kudriavzeii’nin K.marxianus susuna gore daha iyi probiyotik 6zelliklere sahip oldugu

anlagilmistir.

Yapilan c¢alismayla bolimiimiiz kiiltir koleksiyonunda bulunan farkli tursu
orneklerinden izole edilmis ve tanilar1 gerceklestirilmis laktik asit bakterileri dnemli
baz1 probiyotik testler kullanilarak incelenmistir. izolatlarm 6n probiyotik dzelliklerinin
degerlendirilmesi amaciyla mide ortami ve safra tuzlarina direng, bagirsak hiicrelerine
tutunum testleri gergeklestirilmistir. Boylece probiyotik 6zellige sahip fonksiyonel gida
tiretiminde kullanilabilecek muhtemel probiyotik suslar belirlenmistir. Ayrica izolatarin
farkli sicakliklarda gelisim oOzellikleri de incelenmistir. Gergeklestirilen ¢alisma
muhtemel probiyotik suslarin tespitinde bagirsak hiicrelerine tutunum 6zelliklerinin

incelenmesi agisindan tilkemizde ilk ¢alismalardan birisini olusturmaktadir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

Calismada kullanilan laktik asit bakteri suslari Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Gida Miihendisligi Boliimii Gida Mikrobiyolojisi Laboratuvarindan temin edilmistir.
flgili bakteriler onceki calismalar kapsaminda geleneksel olarak iiretilmis tursu
orneklerinden izole edilerek molekiiler metodlarla tanilar1 gerceklestirilmis suslardan
olusturulmustur. Denemede toplam 94 adet laktik asit bakterisi susu kullanilmis olup,
depolandiklar1 -80 dereceden cikarilarak ilgili besiyerine (MRS ve M17 agar) iglii
¢izim usulii ekimleri gerceklestirilmig, makroskobik ve mikroskobik yontemlerle
safliklar1 incelenmistir. Calismada kullanilan laktik asit bakterilerinin tiir ve numaralari

Cizelge 3.1°de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan tursu orijinli laktik asit bakterileri

Sus Numarasi Tiiri Sus Numarasi Tiiri
RN23 Leuconostoc RN148 Lactobacillus
mesenteroides plantarum
RN49 Leuconostoc RN149 Lactobacillus
mesenteroides paracasei
RN57 Leuconostoc RN151 Lactobacillus
mesenteroides plantarum
RN59 Leuconostoc RN152 Lactobacillus
mesenteroides plantarum
RN60 Leuconostoc RN153 Leuconostoc
mesenteroides holzapfelii
RN61 Leuconostoc RN154 Lactobacillus
mesenteroides plantarum
RN62 Leuconostoc RN155 Lactobacillus
mesenteroides plantarum
RN63 Leuconostoc RN156 Lactobacillus
mesenteroides plantarum




Cizelge 3.1. (devam)
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RN64 Leuconostoc RN157 Lactobacillus
mesenteroides plantarum
RN101 Lactobacillus RN159 Lactobacillus
plantarum plantarum
RN103 Lactobacillus RN160 Lactobacillus
plantarum plantarum
RN104 Lactobacillus RN161 Lactobacillus
plantarum plantarum
RN105 Lactobacillus RN162 Lactobacillus
plantarum plantarum
RN106 Lactobacillus RN163 Lactobacillus
plantarum plantarum
RN107 Lactobacillus RN164 Lactobacillus
plantarum plantarum
RN109 Lactobacillus RN166 Lactobacillus
plantarum plantarum
RN110 Lactobacillus RN167 Lactobacillus
plantarum plantarum
RN111 Lactobacillus RN168 Lactobacillus
plantarum plantarum
RN112 Lactobacillus RN169 Lactobacillus
plantarum plantarum
RN113 Lactobacillus RN170 Lactobacillus
plantarum plantarum
RN114 Lactobacillus RN171 Lactobacillus
plantarum plantarum
RN115 Lactobacillus RN172 Lactobacillus
plantarum plantarum
RN116 Lactobacillus RN173 Lactobacillus
plantarum plantarum
RN117 Lactobacillus RN174 Lactobacillus
plantarum plantarum
RN119 Lactobacillus RN175 Lactobacillus
paracasei plantarum
RN120 Lactobacillus RN176 Lactobacillus

plantarum

plantarum
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RN121 Lactobacillus RN177 Lactobacillus
plantarum paracasei
RN122 Lactobacillus RN178 Lactobacillus
plantarum paracasei
RN123 Lactobacillus RN179 Lactobacillus
plantarum paracasei
RN124 Lactobacillus RN180 Lactobacillus
plantarum plantarum
RN125 Lactobacillus RN182 Lactobacillus
plantarum plantarum
RN126 Lactobacillus RN183 Lactobacillus
plantarum plantarum
RN129 Pediococcus RN184 Lactobacillus
parvulus plantarum
RN130 Pediococcus RN185 Lactobacillus
parvulus plantarum
RN133 Lactobacillus RN186 Lactobacillus
plantarum plantarum
RN135 Lactobacillus RN187 Lactobacillus
plantarum plantarum
RN136 Lactobacillus RN188 Lactobacillus
plantarum plantarum
RN138 Lactobacillus RN189 Lactobacillus
plantarum plantarum
RN139 Lactobacillus RN190 Lactobacillus
plantarum plantarum
RN140 Lactobacillus RN191 Lactobacillus
plantarum plantarum
RN141 Lactobacillus RN192 Lactobacillus
plantarum plantarum
RN142 Lactobacillus RN193 Lactobacillus
plantarum plantarum
RN143 Lactobacillus RN194 Lactobacillus
plantarum plantarum
RN144 Lactobacillus RN195 Lactobacillus

plantarum

plantarum
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Cizelge 3.1. (devam)

RN145 Lactobacillus RN196 Lactobacillus
plantarum plantarum

RN146 Lactobacillus RN199 Lactobacillus
plantarum plantarum

RN147 Lactobacillus RN200 Lactobacillus
plantarum plantarum

Calismada kullanilan suslarin bagirsak epiteline tutunum yeteneginin belirlenmesi
amactyla HCT-116 (ATCC CCL-247) ve HT-29 (ATCC HTB-38) kolon kanseri hiicre
hatlar1 kullanilmistir. Hiicre kiiltiirii  hatlar1  Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi
Farmakoloji ~ Anabilimdali laboratuvarlarindan temin edilmistir.  Calismanin
mikrobiyolojik deneyleri Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi
Boliimii gida mikrobiyolojisi laboratuvarinda, doku kiiltiirii deneyleri ise Atatiirk
Universitesi ~ Tip  Fakiiltesi ~ Farmakoloji ~ Anabilimdali  laboratuvarlarinda

gerceklestirilmistir.

3.2. Metod

Calismada oOncelikle tursu oOrneklerinden izole edilerek derin dondurucuda (-80°C)
muhafaza edilen suslar tekrar canlandirilarak mikroskobik, makroskobik ve bazi
kiiltiirel ozellikleri (gram boyama ve katalaz) incelenmistir. Ilgili suslar kiiltiirel
ozelliklerinin teyidi ve saflik kontrollerinin ardindan probiyotik 06zelliklerinin
incelenmesi amaci ile gastrointestinal sisteme dayanim (mide ve safra) acisindan test
edilmislerdir. Sindirim sistemine en {iist diizeyde dayanim gosteren iki sus kolon
hiicrelerine tutunum Ozelliklerinin belirlenmesi amaci ile HCT-116 (Human colon
carcinoma) ve HT-29 (Homo sapiens colon colorectal adenocarcinoma) hatlari
kullanilarak hiicre kiiltiirii testine tabi tutulmustur. Boylece mevcut suslar onemli
goriilen On probiyotiklik Ozellikler i¢in test edilmislerdir. Ayrica tursu kaynakli
izolatlarin tirlin kullaniminda 6nemli bir karakterisitigi olan farkli sicakliklarda gelisim

ozellikleri de belirlenmistir.




35

3.2.1. Mikrobiyolojik deneyler

Denemede kullanilan ve donmus kiiltiir olarak muhafaza edilen laktobasiller ve
laktokoklar, ilgili deneylerin yapilmasi amaciyla -80°C” den ¢ikarilarak MRS (Merck)
ve M17 (Merck) agarlara steril 6ze ile ¢izilmistir. Cizimi gerceklestirilen petriler
32°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda makroskobik ve
mikroskobik olarak safliklar1 kontrol edilen suslar kullanilmistir. ilgili denemelerde
kullanilacak laktik suslar 6ze yardimu ile steril fizyolojik tuzlu (%0,85 NaCl, Merck) su
ortamina alimmig ve hiicre siispansiyonlarinin yogunluklari densitometre (BioSan DEN-
1 McFarland Densitometer) yardimi ile Mc Farland 0,5’e ayarlanmigtir. Sekil 3.1°de -
80°C’ den ¢ikarilarak canlandirmak amaciyla ¢izimi yapilan ve inkiibe edilen suslardan

iki tanesi gosterilmistir.

Sekil 3.1. Canlandirma islemi i¢in ¢izimi yapilan suslar

3.2.1.a. Tursu izolatlarimin baz kiiltiirel 6zelliklerinin incelenmesi

-80°C’den g¢ikarilan tursu izolatlar1 uygun besiyerine ekilip canlandirma islemi
yapildiktan sonra, asagidaki analizlere tabi tutularak bazi kiiltiirel ozellikleri ve

safliklar1 teyit edilmistir.



36

Gram boyama

Gram boyama, bakteri suslariin gram 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla yapilmaistir.
Lam {izerine alinan kiiltiirler alev ile fikse edilerek sabitlenmis daha sonra boyama
islemine gegilmistir. Kiiltiirler 6nce kristal viyole (1 dakika) daha sonra karbol fiiksin
(30 saniye) ile boyanarak yikama islemleri gerceklestirilmistir. Boyama isleminin
ardindan 40X objektif ile 151k mikroskobu altinda inceleme yapilmis ve kristal viyole
renkli koloniler gram pozitif, fiikksin renginde g6zlenen koloniler ise gram negatif olarak
degerlendirilmistir (Sert 2011).

Katalaz testi

Katalaz enzimi bir¢ok mikroorganizma tarafindan iiretilen ve hidrojen peroksiti (H20,),
su ve oksijene pargalayan bir enzimdir. Katalaz testi Temiz (2016)’e gore yapilmistir.
Saf olarak elde edilen kolonilerden lam tizerine 6ze yardimiyla alinmistir ve saf su ilave
edilerek iyice karistirilmistir. Uzerlerine %3 liik H,O, (Merck) ¢ozeltisi damlatilmastir.

Damlatma isleminden sonra gozlenen gaz ¢ikisi pozitif olarak degerlendirilmistir.

Basit boyama

Lam iizerine hazirlanan preparat karbol fiiksin ile boyanip 3 dakika bekletilerek su ile
yikanmigtir. Kurutma kagidi ile iyice kurulandiktan sonra mikroskob yardimiyla

incelenmigtir (Sert 2011).

3.2.1.b. Mide ortaminda gelisimin incelenmesi

Tursu kokenli laktik asit bakterilerinin mide ortamini gegerek ince bagirsaga ulagabilme
yeteneklerinin incelenmesi i¢in mide simiilasyon c¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu amacla
%0,3 (w/v) pepsin ve %0,5 (w/v) NaCl kullanilmis olup, ¢ozeltinin pH’s1 HCI ile 2’ye

ayarlanmis ve 0,45 pm ¢aph filtreden gecirilip steril edildikten sonra kullanilmistir.
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Hazirlanan ¢ozeltiye bakteri konsantrasyonu 10° kob/mL olacak sekilde McFarland
0,5’e ayarli bakteri slispansiyonundan ilave edilmis ve 37°C’de 6 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan ¢ozeltiden diliisyonlar hazirlanarak ilgili besiyerlerine (MRS ve
M17 agar) ekim yapilmistir. Sayim sonucunda bakteri suslarinin mideyi gegebilme
ozelikleri % olarak belirlenmistir. Deney sonucunda; mide ortaminda %20-30 gelisim
gosteren bakteri suslar1 +, %40-49 arasinda gelisim gosterenler ++, %50-60 arasinda
gelisim gosterenler +++, hi¢ liremeyen suslar ise — ile gosterilmistir (Elcioglu and
Kunduhoglu 2014).

3.2.1.c. Safra tuzlarina direncin belirlenmesi

Gastrointestinal sistemde bulunan ve yaglarin sindiriminde rol alan safra tuzlar
mikroorganizmalarin gelisimini etkileyen bir diger Onemli faktordiir. Dolayisiyla
suslarin probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesinde safra tuzlarina direng testi de
yapilmistir. Bu amagla suslarin safra tuzlarina toleransinin belirlenmesi i¢in %0; %0,3;
%0,5 ve %]1’°lik safra (Merck) iceren ilgili besiyerleri (MRS ve M17 broth, Merck)
kullanilmistir. Inkiibasyon 96°lik platelerde gerceklestirilerek ¢aligma minyatiirize
edilmistir. Okumalar Mikroplate Reader’da (Epoch, BioTek) 37°C’de 48 saatlik
inkiibasyon boyunca belirli araliklarla yapilmis ve absorbans degerlerine gore suslarin
safra tuzlarina toleransi belirlenmistir. Deney sonucunda; <1 absorbans veren suslar +, 1
ve 1,5 arasinda absorbans verenler ++, >1,5 absorbans verenler +++, kor ile ayni
absorbansi1 veren sugslar ise - ile gosterilmistir. Safra tuzlarina direncin belirlenmesinde
kullanilan 96°1ik plate sekil 3.2” de verilmistir. Sekil 3.3’de ise plate okumaya ait excel
dosyasi gosterilmistir (Zago et al. 2011; Elcioglu and Kunduhoglu 2014).
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Sekil 3.2. Safra tuzlarina dayaniklilik testinde kullanilan 96’lik plate
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Sekil 3.3. Safra testinde plate okuma iglemine ait 6rnek excel dosyasi

3.2.1.d. Farkh sicakliklarda gelisimin incelenmesi

Suglarin farkli sicakliklarda gelisiminin incelenmesi amaciyla 0,5 Mc Farland ayarl
bakteri siispansiyonlarindan ilgili besiyerlerine (MRS ve M17 broth) 96’lik plateler
kullanilarak ekim yapilmigtir. Ekimin ardindan plateler 10, 15 ve 45°C sicakliklarda 3-7
giin inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon sonunda kuyucuklarda gozlenen bulaniklik

pozitif olarak kabul edilmistir. Sonuglar Mikroplate Reader’da (Epoch, BioTek) 600nm
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dalga boylu 1s1k kullanilarak okunmus ve kaydedilmistir. Sekil 3.4’de 15°C sicaklikta

inkiibe edilen suslarin plate okumasina ait resim gosterilmistir (Y1ldiz 2011).

0.164 820
10218 8co

| 0184 | 0477 | 0477 | 0479 | 0.292 0191 | 0234 | 0169 | 0201 | 0.169 k-
0089 | 009 | 0082 | 0085 0082 | 0081 | 0081 | 0091 | 009 | 0089 | 009 bos

Sekil 3.4. Farkli sicakliklarda gelisimin incelenmesine ait 6rnek plate okuma

3.2.2. Bagirsak yiizeyine tutunumun belirlenmesi

Caligmada kullanilan suslar 6n probiyotik 6zelliklerine gore degerlendirilmis ve uygun
goriilen iki adet izolat bagirsak ylizeyine tutunum kabiliyetlerinin belirlenmesi amaci ile
test edilmistir. Bu amacla bagirsak hiicresi olan HCT-116 ve HT-29 hatlan

kullanilmistir.

3.2.2.a. Hiicre hatlarimin c¢éziindiiriilmesi, pasajlanmasi ve dondurulmasi

Kontaminasyonu 6nlemek amaciyla ¢aligmada kullanilacak biitiin malzemeler %70’lik
etanol ile silinerek steril laminar kabin igine alinmis ve g¢alisma kabin igerisinde
gerceklestirilmistir. Kiiltiir besiyeri olarak RPMI 1640 (Roswell Park Memorial
Institute, Gibco) kullanilmigtir. Dondurularak saklanan hiicre hatlar1 37°C’ye
ayarlanmis olan su banyosunda hizlica (1-2 dakika) ¢oziindiiriilmiistiir. Ardindan
hiicreler taze besiyeri igeren santrifiij tliplerine alinarak 1000 rpm’de 2 dakika
santrifiijlenmis ve siipernatant uzaklagtirilarak hiicre peleti elde edilmistir. Santrifiij
tiipiine taze besiyeri konulup pipetaj yapilarak peletin tamamen alinmasi saglanmis ve
taze besiyeri igeren flasklara aktarilarak %5 CO; ve %90 nem igeren ortamda 37°C de

inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan hiicreler sayilarak bir kism
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calismada kullanilmis diger bir kismi ise pasajlanmistir. Flaska tutunan hiicrelerin invert
mikroskop altindaki goriintlisii Sekil 3.5’de verilmistir. Pasajlama i¢in flaskdaki eski
besiyeri dokiilmiis ve besiyeri kalintilarini tamamen uzaklastirmak amaciyla PBS
(Phosphate Buffered Saline, Sigma) ile yikanmis ve ardindan PBS uzaklastirilmistir.
Kiiltiir kabmin ylizeyine yapisik halde bulunan hiicreleri kaldirmak amaciyla 2 ml
%0,25°1ik Tripsin/EDTA (Gibco) ilave edilerek 37°C’de 2 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan hiicrelerin yiizeyden kalkma durumu invert mikroskopta
incelenmis ve santrifiij tliplerine alinarak 1000 rpm’de 2 dakika santrifiijlenmistir. Elde
edilen pelete taze besiyeri ilave edilerek tripsinizasyon durdurulmustur (Kullanilan
besiyerindeki serum tripsin enzimini inaktive eder). Hiicreler taze besiyeri igeren kiiltiir
kabina alinarak pasajlanmigtir. Pasajlama sonrasi kullanilmayacak fazla hiicreleri
dondurmak i¢in ise hiicre peletine %10 DMSO (Dimetilsiilfoksit, Merck) ve %90
besiyeri igeren 1 ml dondurma besiyeri ilave edilerek kriyo tiiplere aktarilmigtir. Kriyo
tiipler once yarim saat 4°C’de ve 1 saat -20°C’de bekletilerek kademeli bir sicaklik
diisisii saglanmis ve ardindan -80°C’de 1 gece bekletilerek sivi azot tankinda
depolanmistir (Kiling 2016; Yildiz 2018).

Sekil 3.5. Flaska ekilen ve yapisan HCT-116 hiicre hattinin invert mikroskop altindaki
goruntiisu

3.2.2.b. Hiicre sayim ve ekimi
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Canli hiicre sayisint belirlemek icin %0,4’°liik Tripan blue boyasi (Gibco) kullanilmistir.
Sayim islemi otomotik hiicre sayim cihazinda (ADAM-MC2, Genbiotek)
gerceklestirilmistir. Bu amagla 90 pl PBS ile 100 pl Tripan blue boyasi bir tiip
icerisinde karistirilmistir. Bu tlipe hazirlanan hiicre-besiyeri soliisyonundan 10 pl ilave
edilmis ve pipetaj yapilarak karigmasi saglanmistir. Karisgimdan da 10 pl alinarak sayim

cihaz1 yardimi ile hiicre konsantrasyonu belirlenmistir.

Sayim sonrasi her kuyuda 2x10° hiicre olacak sekilde seyreltme islemi yapilarak 12
kuyucuklu kiiltiir platelerine hiicreler aktarilmis ve 37°C’de %5 CO, ve %90 nem
sartlarinda 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Sekil 3.6’da hiicre kiiltiirtinde kullanilan
12’ lik plate ve flask gosterilmistir (Klingberg et al. 2005; Kiling 2016; Y1ldiz 2018)

Sekil 3.6. Hiicre kiiltiirtinde kullanilan flask ve 12°lik plate

3.2.2.c. Suslarin bagirsak hiicreleriyle muamelesi
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24 saat inkiibe edilerek plate kuyucuklarina tutunumlart saglanan hiicreler invert
mikroskop altinda kontrol edilmistir. Sekil 3.7’°de invert mikroskopta 12’lik platelerin
incelenmesine ait bir gorlintii verilmistir. Her bir kuyucuktaki eski besiyeri
uzaklagtirilarak taze besiyeri ilave edilmistir. Denemede kullanilacak laktik suslar -
80°C’den ¢ikarilarak uygun besiyerinde (MRS, Merck) 24 saat’lik siirede 32°C’de
canlandirilmistir. Geng kiiltiirlerden 10° kob/ml konsantrasyona ayarlanmis olan bakteri
stispansiyonundan 0,5 ml alinarak 12’lik plate kuyucuklarina eklenmistir. 37°C’de %5
CO, ve %90 nem igeren ortamda 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun
ardindan PBS ile 3 kez hafifce yikanarak tutunmayan bakteriler uzaklastirilmistir. Bu
esnada invert mikroskop kullanilarak hiicrelere tutunan bakteriler mikroskobik olarak da
goriintiilenmistir. Daha sonra %0,1°lik Triton-X100 den 1’er ml her kuyucuga ilave
edilip 10 dakika bekletilerek somatik hiicre ve bakteri karistminin mikrobiyolojik ekim
icin hazir hale gelmesi saglanmistir. Bagirsak hiicrelerine tutunan canli bakteri sayisini
belirlemek i¢in diliisyonlar hazirlanarak MRS agar’a (Merck) ekim yapilmis ve 32°C’de
24-48 saat inkiibe edilmistir. Sayim sonucunda bakteri suslarinin bagirsak hiicrelerine
tutunabilme kapasiteleri baglangigtaki bakteri sayisit ile kiyaslanarak % olarak
belirlenmistir. Tutunum deneyleri ti¢ tekerriirlii olacak sekilde yapilmistir (Klingberg et
al. 2005; Jensen et al. 2011; Kiling 2016; Y1ldiz 2018;).

—=
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Sekil 3.7. Hiicre kiiltiirii galismasinda kullanilan invert mikroskop



44

3.2.3. istatistiksel analizler

Calismada elde edilen veriler SPSS for Windows Release ver. 16.00 paket programi
(SPSS Inc. Chicago, IL, USA) kullanilarak istatistiksel analize tabi tutulmustur. Elde

edilen sonugclar, ilgili grafik ve ifadelerde sunulmustur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Denemede kullanilan bakteri suslar1 Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida
Miihendisligi Béliimii Gida Mikrobiyolojisi Laboratuvarindan temin edilmistir. Ilgili
bakteri suglarina ait bazi probiyotiklik 6zellikleri (mide ortamina direng, safra tuzlarina
tolerans, bagirsak hiicrelerine tutunum), farkli sicakliklarda gelisebilme yetenekleri,

gram Ozellikleri ve katalaz testi sonuglar1 asagida sunulmustur.

Calismaya; Lactobacillus plantarum (78 adet), Leuconostoc mesenteroides (9 adet),
Lactobacillus paracasei (4 adet), Pediococcus parvulus (2 adet), Leuconostoc
holzapfelii (1 adet), Bacillus spp. (20 adet), Pseudomonas fragi (12 adet), Bacillus
megaterium (11 adet) olmak iizere toplam 137 adet bakteri susu ile baslanmistir. Bu
suslardan 2 tanesi (23 ve 141 numarali izolat) canlandirma isleminde geri
kazanilamamustir. Bacillus spp., Pseudomonas fragi ve Bacillus megaterium suslar1 ise
tursu lretiminde fermantasyon ve gida giivenligi agisindan uygun bulunmadigindan
ilerleyen analizlere dahil edilmemistir. Dolayisiyla caligma 92 LAB izolati ile

gerceklestirilmistir.

Caligmada kullanilan bakteri tiirleri incelendiginde Lactobacillus plantarum agirlikli
oldugu goriilmektedir. Dursun (2010) tarafindan yapilan g¢alismada, tursulardan izole
edilen LAB’lar API 50 test kitiyle tanilanmis ve L. brevis, L. acidophilus ve L.
plantarum tiirlerine ait olduklari tespit edilmistir. Literatiir incelendiginde tursulardan
izole edilen LAB’larin L. brevis ve L. plantarum agirlikli olduklari goriilmektedir.
Calismamizda kullandigimiz suslar tursudan izole edilmis olmasina ragmen genetik tani

sonuglarinda L. brevis tiiriine rastlanmadigi goriillmektedir.

Ilgili bakteri suslarmin gram 6zellik, katalaz testi, mide ortaminda, safra tuzlarinda ve

farkli sicaklik derecelerinde gelisimlerine ait analiz sonuclar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Analiz sonuglarina gore tiim bakteri suslarmin gram (+) ve katalaz negatif oldugu

belirlenmistir.
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Bakteri suslarinin %32,6’s1 mide ortaminda canliligini stirdiirmiistiir. Canli kalabilen bu
suslarin; %30’u (toplamda %09,8) cok iyi lireme, %40°1 (toplamda %]13) iyi iireme,
%30’u (toplamda 9%9,8) ise zayif ilireme gostermistir. Cizelge 4.1 incelendiginde
Pediococcus parvulus ve Lactobacillus paracasei tiirlerinin mideyi hi¢ gegemedigi
ancak Leuconostoc mesenteroides ve Leuconostoc holzapfelii tiirlerinin mideyi ¢ok iyi
gectigi goriilmektedir. Suslarin biiyiik bir kismini olusturan Lactobacillus plantarum

tiirii ise %30 oraninda canliligini stirdiirebilmistir.

Safra tuzlarina toleransin belirlenmesi amaciyla yapilan analizde; %0,3, %0,5 ve %1
oranlarinda safra igeren besiyeri kullanilmistir. Suslarin hepsi %0,3 ve %0,5
konsantrasyonlarinda gelisim gostermistir. Yalnizca RN143, RN171 ve RN178 nolu
suslar %1 safra igeren besiyerinde gelisememistir. %0,3 safra konsantrasyonunda
bakterilerin; %43,5’1 ¢ok 1iyi lreme, %47,8’1 1yi Ulreme, %S8,7’si zayif lireme
gostermistir. 0,5 safra konsantrasyonunda bakterilerin; %30,4’i ¢ok iyi iireme, %44,6’s1
iyl lUreme, %25°1 zayif lireme gostermistir. %1 safra konsantrasyonunda ise bakteri
suslarinin; %22,8’1 ¢ok 1yl ilireme, %36,9’u iyi lreme, %36,9’u zayif iireme
gostermigtir.  Leuconostoc  mesenteroides  tirleri genel olarak ii¢  safra
konsantrasyonunda da ¢ok iyi tireme gostermistir. Pediococcus parvulus ve
Lactobacillus paracasei tiirleri mide ortaminda iireyemezken, safra tuzlarina direng

gosterebilmislerdir.

Farkli sicaklik derecelerinde gelisim sonuglari incelendiginde ¢aligmadaki biitlin bakteri
tirlerinin 15°C’de ¢ok 1iy1 tireme gosterdigi goriilmektedir. LAB’lar 16-32°C araliginda
optimum gelisim gosterirler (Daeschel and Fleming 1984). Bu yilizden 15°C’de iy1
gelisim gostermeleri beklenen bir sonugtur. 10°C’de bakterilerin; %10,9’u ¢ok iyi
treme, %33,7°si iyl ireme ve %25’ zayif lireme gostermektedir. 45°C’de ise
bakterilerin; %38,7°s1 ¢ok 1yl ilireme, %§8,7’si iyl lireme ve %70,6’s1 zayif lireme
gostermistir. Cizelge 4.1’de Leuconostoc mesenteroides tiirlerinin tamaminin 45°C’de
cok iyi iireme gosterdigi ancak diger tiirlerin genel olarak bu sicaklik derecesinde iyi

gelisemedigi goriilmektedir.
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z 5= Farkh Sicakhik
g » £ Safra Tuzlarinda Derecelerinde
g 3 = z EE Gelisim (%) e
£ = o D s @ Gelisim
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@) N4
RN49 Leuconostoc + - ++ + + + + +++ | A+
mesenteroides
RN57 Leuconostoc + - +++ +++ | +++ +++ ++ +++ | +++
mesenteroides
RN58 Leuconostoc + - ++ +H+ | |t | |
mesenteroides
RN59 Leuconostoc + - - +++ | At | At ++ | |
mesenteroides
RNG60 Leuconostoc + - + ++ ++ ++ - +++ |+t
mesenteroides
RN61 Leuconostoc + - + +++ | A+ | ++ | At | A+
mesenteroides
RNG63 Leuconostoc + - - 4+ |ttt | At ++ | |
mesenteroides
RN64 Leuconostoc + - + +++ | A+ | ++ | At | A+
mesenteroides
RN101 | Lactobacillus + - - ++ + + T+ | +++ +
plantarum
RN103 | Lactobacillus + - - + + T T+ | 4+ +
plantarum
RN104 | Lactobacillus + - - ++ ++ + —+ T+t +
plantarum
RN105 Lactobacillus + - ++ +++ ++ ++ ++ +4+ +
plantarum
RN106 Lactobacillus + - - ++ + + ++ +4+ +
plantarum
RN107 Lactobacillus + - +++ +++ | +++ +4++ ++ +4+ +
plantarum
RN109 Lactobacillus + - - ++ ++ + ++ +++ -
plantarum
RN110 Lactobacillus + - + ++ ++ + + +4+ -
plantarum
RN111 Lactobacillus + - - ++ + + + +++ -
plantarum
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RN112 | Lactobacillus - ++ + + - +++ +
plantarum

RN113 | Lactobacillus - ++ ++ ++ 4+ | 4+ +
plantarum

RN114 | Lactobacillus + +++ | +++ ++ - +4++ +
plantarum

RN115 | Lactobacillus - ++ ++ + - +++ +
plantarum

RN116 | Lactobacillus - ++ ++ + - +4++ +
plantarum

RN117 | Lactobacillus - +++ ++ ++ ++ | +++ +
plantarum

RN119 | Lactobacillus - ++ + + ++ | 4+ -
plantarum

RN120 | Lactobacillus - +++ | |+t - +++ +
plantarum

RN121 | Lactobacillus - ++ + + + +++ +
plantarum

RN122 | Lactobacillus ++ ++ ++ ++ + +++ -
plantarum

RN123 | Lactobacillus +++ +++ ++ + - +++ -
plantarum

RN124 | Lactobacillus - ++ ++ + ++ | +++ +
plantarum

RN125 | Lactobacillus - +++ ++ + ++ | +++ +
plantarum

RN126 | Lactobacillus +++ ++ ++ ++ + +++ | ++
plantarum

RN129 | Pediococcus - ++ + + - +++ +
parvulus

RN130 | Pediococcus - +H+ | | - +++ -
parvulus

RN133 | Lactobacillus - ++ ++ ++ - +++ +
plantarum

RN135 | Lactobacillus ++ ++ ++ ++ ++ | +++ +
plantarum

RN136 | Lactobacillus + ++ ++ ++ ++ | +++ +
plantarum

RN138 | Lactobacillus - ++ + + - +++ +

plantarum
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RN139 | Lactobacillus + ++ ++ ++ ++ | 44+ +
plantarum

RN140 | Lactobacillus - +++ | | + +4++ +
plantarum

RN142 | Lactobacillus - +++ | +++ ++ - +4++ +
plantarum

RN143 | Lactobacillus - ++ ++ - ++ | +++ +
plantarum

RN144 | Lactobacillus - +++ | | - +4++ +
plantarum

RN145 | Lactobacillus ++ +++ | +++ ++ - +++ -
plantarum

RN146 | Lactobacillus - +++ |+t ++ ++ | +++ |+
plantarum

RN147 | Lactobacillus - +++ |+t |+t ++ | +++ |+
plantarum

RN148 | Lactobacillus - +++ ++ ++ + +++ +
plantarum

RN149 | Lactobacillus . + + + + +++ +
paracasei

RN151 | Lactobacillus - +++ | +++ ++ ++ | +++ +
plantarum

RN152 Lactobacillus ++ ++ ++ ++ ++ | +++ +
plantarum

RN153 Leuconostoc +++ ++ ++ ++ + +++ +
holzapfelii

RN154 | Lactobacillus +++ +H+ | | ++ | +++ +
plantarum

RN155 | Lactobacillus - ++ + + - 4+ +
plantarum

RN156 | Lactobacillus - ++ + + - 4+ +
plantarum

RN157 Lactobacillus - +++ ++ ++ ++ | +++ +
plantarum

RN159 Lactobacillus - ++ ++ + + +++ +
plantarum

RN160 Lactobacillus - ++ + + + +++ +
plantarum

RN161 Lactobacillus - ++ + + ++ | +++ -

plantarum
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RN162 Lactobacillus - ++ ++ + 44 | A+ +
plantarum

RN163 Lactobacillus + +++ ++ ++ ++ |+ ++
plantarum

RN164 Lactobacillus - ++ + + - +++ +
plantarum

RN166 Lactobacillus ++ i T = S I S [ [ +
plantarum

RN167 Lactobacillus - ++ + + 44 |+ +
plantarum

RN168 Lactobacillus - +++ | +++ | +++ ++ +++ +
plantarum

RN169 Lactobacillus - +++ ++ ++ + +++ +
plantarum

RN170 Lactobacillus - ++ ++ ++ - +++ +
plantarum

RN171 Lactobacillus - ++ ++ - +4+ +++ +
plantarum

RN172 Lactobacillus - + + + - +++ +
plantarum

RN173 Lactobacillus - +++ ++ + ++ | +++ +
plantarum

RN174 Lactobacillus - ++ ++ ++ + +++ +
plantarum

RN175 Lactobacillus - 4+ | |+ + +++ +
plantarum

RN176 | Lactobacillus - +++ | | + +++ +
plantarum

RN177 Lactobacillus - + + + + +++ +
paracasei

RN178 Lactobacillus - + + - + +++ +
paracasei

RN179 Lactobacillus - + + + + +++ ++
paracasei

RN180 Lactobacillus - +++ |+ |+ + +++ ++
plantarum

RN182 Lactobacillus ++ +++ ++ + - +++ +
plantarum

RN183 Lactobacillus - +++ |+ |+ - +++ ++

plantarum
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Cizelge 4.1. (devam)

RN184 | Lactobacillus + - - +++ | ++ ++ - +4++ +
plantarum

RN185 Lactobacillus + - - ++ + + - ++ -
plantarum

RN186 Lactobacillus + - + ++ ++ ++ - +4++ +
plantarum

RN187 Lactobacillus + - +++ ++ ++ ++ - +4++ +
plantarum

RN188 Lactobacillus + - +++ ++ ++ ++ + +4++ +
plantarum

RN189 Lactobacillus + - - FH+ | 1+ | +++ + Tt T
plantarum

RN190 Lactobacillus + - - +++ | +++ ++ - +++ -
plantarum

RN191 Lactobacillus + - - ++ ++ ++ - +++ +
plantarum

RN192 Lactobacillus + - ++ +H+ | A |+t + +++ +
plantarum

RN193 Lactobacillus + - - +++ | ++ ++ +++ | 4+ | 4+
plantarum

RN194 | Lactobacillus + - ++ + + + ++ | +++ +
plantarum

RN195 | Lactobacillus + - - ++ ++ ++ _ T+ +
plantarum

RN196 | Lactobacillus + - - FUFIFIRS [VIFIFIRS IR [FIFIFIE, +
plantarum

RN199 Lactobacillus + - +++ ++ ++ ++ +++ | 4 +
plantarum

RN200 Lactobacillus + - ++ ++ ++ ++ +++ | 4 +
plantarum

- : Ureme goriilmemistir (Absorbans degeri=kér numune)

+ : Zayif iireme (Absorbans degeri <1)

++ :lyi iireme (1<Aborbans degeri<l1,5)

+++ : Cok iyi iireme (1,5 < Aborbans degeri)

Mide ortamu igin; +: 20-30%; ++: 40-49%; +++: 50-60%,; —: Ureme goriilmemistir.

Mide ortamina ve en az %0,3 safra tuzlarma dayaniklilik gosteren suslar muhtemel
probiyotik olarak belirlenmistir. Bakteri suslarinin %32,6’sinin hem mide hem de safra
tuzlarina direng gosterdigi tespit edilmistir. Bu suslar; RN49, RN57, RN58, RN60,
RN61, RN64, RN105, RN107, RN110, RN114, RN122, RN123, RN126, RN135,
RN136, RN139, RN145, RN152, RN153, RN154, RN163, RN166, RN182, RN186,
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RN187, RN188, RN192, RN194, RN199 ve RN200 olmak tizere 30 tanedir. Mide ve
safra tuzlarina dayaniklilik agisindan bu 30 susun muhtemel probiyotik olarak

degerlendirilebilecegi goriilmiistiir.

Lim and Im (2008) tarafindan yapilan bir calismada Kore’ye ait dongchimi, kimchi,
meju gibi tursu benzeri fermente gidalardan izole edilen 22 adet bakteri susunun mide
ortami ve safra tuzlarina dayanikliliklarn test edilmistir. 22 izolattan 15’inin mide
ortamina, 14’iiniin ise safra tuzlarma dayaniklilik gosterdigi belirlenmistir. Hem mide
hem de safra tuzlarima direng gosteren 12 izolat tespit edilmistir. Bu c¢alismada
izolatlarin %54,5°1 hem mide hemde safra tuzlarina direng gosterirken, bizim yaptigimiz

calismada izolatlarin %32,6’s1 her iki ortamada direng gostermistir.

Kimoto et al. (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada probiyotik olduklari bilinen 9
laktik asit bakterisinin, mide ortami ve safra tuzlarinda hayatta kalabilme durumlari
incelenmistir. Bu 9 sustan 4’ (%44,4) hem mide hem de safra ortaminda canli

kalabilmistir.

Hirvatistan ve Sirbistan’dan geleneksel olarak {iretilmis beyaz peynirlerden LAB izole
edilerek bunlarin mide ortami1 ve safra tuzlarina direnglerinin belirlenmesinin
amaglandig1 bir calisma Uroic et al. (2014) tarafindan gergeklestirilmistir. Calismada 86
adet LAB 1zole edilmis ve bunlardan 26’s1 (%30,2) mide ortami ve safra tuzlarina
direng gosterebilmistir. Arastirma sonuglart calismamiz verileriyle kiyaslandiginda

benzer olduklar1 goriilmektedir.

Pisano et al. (2014) siit iriinlerinden izole edilen laktobasillerin probiyotik olarak
kullanilabilirliklerini belirlemeyi amaclayan bir ¢alisma yiiriitmiislerdir. Bu kapsamda
toplam 23 adet Lactobacillus susu izole edilerek bunlarin mide ve safra tuzlarma karsi
direngleri incelenmistir. Ilgili suslardan 6’s1 (%26) gastrointestinal sistem kosullarinda

hayatta kalmay1 basarmistir.
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Samanje (2018) 50 adet siit 6rneginden izole ettigi 103 adet laktobasil susunun mide
ortam1 ve safra tuzlarina toleransini incelemistir. 29 bakteri susu mide ortaminda canli
kalabilmistir. Mide ortaminda hayatta kalabilen bakterilerin ise sadece 14 tanesi safra
tuzlarma direng gosterebilmistir. Sonug¢ olarak bakteri suslarinin %13,6’s1 hem mide
hem de safra kosullarina dayaniklilik gostermistir. Bizim ¢alismamizla kiyaslandiginda,

mide ve safra ortamina daha diisiik diren¢ gosterdikleri goriilmektedir.

Alp (2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada ¢esitli gida ve bitkilerden izole edilen 69
LAB, mide ortam1 ve safra tuzlarina direngleri acgisindan incelenmistir. 47 izolat safra
tuzlarina karst canliliklarini devam ettirebilirken, bunlarin ig¢inden 11 izolat mide
kosullarinda canliliklarini1 kaybetmistir. Toplamda 36 izolat (%52,2) hem mide hem de
safra kosullarinda hayatta kalmay1 basarmistir. Her iki ortamada diren¢ gosterebilen
bakteri yiizdesi bizim calismamizdan daha fazladir. Ancak safra tuzlarina direng
acisindan incelendiginde her iki ¢alismada da bakterilerin hemen hemen hepsinin safra

tuzlarini tolere edebildigi goriilmektedir.

Dursun (2010) tarafindan yapilan bir calismada 51 adet LAB susunun 10°C, 15°C ve
45°C’de gelisimleri incelenmistir. 10°C’de higbir bakteri gelisememistir. 15°C’de 34
adet ve 45°C’de ise sadece 8 adet sus gelisebilmistir. Sonuglar bizim ¢alismamizla

benzerlik gostermektedir.

Cizelge 4.1 incelendiginde, Lactobacillus plantarum RN2107 ve Lactobacillus
plantarum RN154 suslarinin hem mide hem de %0,3, %0,5 ve %1 konsantrasyonlarinda
safra iceren besiyerinde ¢ok iyi gelisebildigi goériilmektedir. Ayrica bu suslarin 10°C,
15°C  ve 45°C’de gelisebilmeleri ileride farkli iriin {iretimlerinde de
kullanilabileceklerini gostermektedir. Dolayisiyla gastrointestinal sistemde diger suslara
gore daha iyi lireme gosteren, her ikiside Lactobacillus plantarum tiiriine ait olan bu iki
bakterinin hiicre kiiltiirii testinde in vitro kosullarda bagirsak hiicrelerine tutunumlari
incelenmistir. Lactobacillus plantarum RNI154 susunun basit boyama ardindan

mikroskoptaki goriintiisii Sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1. Lactobacillus plantarum RN 154 susunun mikroskobik goriintiisii

Denemede kullanilan hiicre kiiltiirii hatlar1 Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi
Farmakoloji Anabilimdali laboratuvarlarindan temin edilmistir. Hiicre kiiltiirii
analizinde, bagirsak hiicresi olan HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlari kullanilarak
Lactobacillus plantarum RN107 ve Lactobacillus plantarum RN154 suslarinin bagirsak
hiicrelerine tutunumu incelenmistir. Flasklara ekilen hiicreler inkiibasyonun ardindan
calismada kullanilmak iizere hiicre sayim cihazi ile sayilmustir. Ilgili cihaz kullanilarak

elde edilen 6lii ve canli hiicrelere ait goriintii Sekil 4.2°de sunulmustur.
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Sekil 4.2. Hiicre sayim1 sonucunda gézlemlenen 6lii ve canli hiicreler
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Islem sonunda ekranda goriilen yesil hiicreler canli, kirmizilar ise o6lii olarak

degerlendirilmistir. Boylece ml’deki canli hiicre sayis1 belirlenmistir.

HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlar1 12 kuyucuklu platelere ekildikten 24 saat sonra yiizeye
yapigsmaya baslayan hiicrelerin sitoplazmik uzantilar olusturduklar1 invert mikroskopta

gdzlenmistir. Ilgili hiicrelere ait mikroskop goriintiileri sekil 4.3’ de verilmistir.

Sekil 4.3. Uygulama 6ncesi hiicre hatlarinin goriintiisti (A: HCT-116, B:HT-29)

24 saat inkiibe edilerek hiicrelerin plate kuyucuklarina yapismasi saglandiktan sonra 108
kob/ml konsantrasyonuna ayarlanmis olan bakteri soliisyonlarindan (RN107 ve RN154
suslar1) 0,5 ml alinarak 12’lik plate kuyucuklarina eklenmistir. 1 saatlik inkiibasyonun
ardindan plateler invert mikroskopla goriintiilenmistir. Sekil 4.4’de HCT-116 hiicre
hattinin, Lactobacillus plantarum RN107 ve Lactobacillus plantarum RN154 bakteri
soliisyonlar1 ile ayr1 ayri muamelesinden 1 saat sonraki mikroskobik goriintiileri
verilmistir. Sekil 4.5’de ise HT-29 hiicre hattinin uygulama sonrasindaki mikroskobik

gorlintiisii verilmistir.

Sekil 4.4 ve 4.5 incelendiginde basil seklindeki bakterilerin bir kisminin besiyerinde

serbest halde, diger kisminin ise hiicrelere tutunmus halde oldugu gézlenmektedir.
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Sekil 4.4. Bakteri suslari ile uygulama sonrast HCT-116 hiicrelerine ait goriintii
(A: RN107, B: RN154)
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Sekil 4.5. Bakteri suslar1 ile uygulama sonrasi HT-29 hiicrelerine ait goriintii (A:
RN107, B: RN154)

Inkiibasyonun ardindan hiicre hatlar1 PBS ile yikanarak tutunmayan hiicreler
uzaklastirilmistir ve hiicrelerin mikroskobik goriintiisii alinmistir. Sekil 4.6’da yikama
isleminden sonra HCT-116 hiicre hattinin goriintiisii verilmistir. Yikama sonrasi
platelerin invert mikroskop altindaki goriintiileri incelendiginde, besiyerinde serbest
halde bulunan bakterilerin uzaklastigi ve sadece hiicrelere tutunan bakterilerin kaldig:

goriilmektedir.
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Sekil 4.6. Yikama islemi sonras1t HCT-116 hiicre hattinin mikroskobik goriintiisii

Bagirsak hiicrelerine tutunan canli bakteri sayisini belirlemek i¢in, %0,1°1lik TritonX100
ile muamelenin ardindan dilisyonlar hazirlanarak MRS agar’a ekim yapilmistir.
Inkiibasyonun sonunda petrilerde gelisen bakteri kolonileri sayilmistir. Bakteri
suslariin bagirsak hiicrelerine tutunum kapasitesi, sayim sonucunda elde edilen bakteri
sayist ile baglangigta hiicrelerle muamele edilen bakteri sayisinin kiyaslanmasiyla %
olarak belirlenmistir. Sekil 4.7°de Lactobacillus plantarum RN107 ve Lactobacillus
plantarum RN154 suslarinin, HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarina tutunum kapasiteleri
(%) grafik seklinde verilmistir.
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Sekil 4.7. RN107 ve RN154 numarali suslarin, HCT-116 ile HT-29 hiicre hatlarna
tutunum kapasitelerine (%) ait grafik

Calismada test edilen suslarin tutunum kapasiteleri incelendiginde, HCT-116 hiicre
hattina; Lactobacillus plantarum RN107 susunun %12,3, Lactobacillus plantarum
RN154 susunun ise %30,4 oraninda tutundugu goriilmektedir. HT-29 hiicre hattina ise
RN107 susu %8,2 ve RN154 susu %22,3 oraninda tutunmustur. Her iki bakteri susunun
da HCT-116 hiicre hattina daha iyi tutundugu tespit edilmistir. Ayrica RN154 numarali
susun RN107’ye oranla her iki hiicre hattina daha yiiksek oranda tutundugu
belirlenmistir. Dolayistyla RN154 numarali bakteri susunun RN107’ye kiyasla bagirsak

hiicrelerine tutunma kapasitesinin ¢ok daha fazla oldugu goriilmektedir.

Lim and Im (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Kore’ye ait tursu benzeri bazi
fermente gidalardan izole edilen LAB’larin bazi1 probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi
amaclanmistir. Bu kapsamda suglarin asit ve safra tuzlarina toleransinin tespiti yanisira,
12 adet LAB, Caco-2 ve HT-29 hiicre hatlarina tutunma kapasitesi agisindan da
incelenmistir. 4 sus %50’den daha fazla tutunum kapasitesine sahipken, diger suslar
ortalama her iki hiicre hattina da %20 civarinda bir tutunum goéstermistir. Sonug¢ olarak

12 sus ise muhtemel probiyotik olarak kabul edilmistir. Bizim ¢alismamizda maksimum
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tutunma %30,4 iken bu calismada %50’yi gectigi, ancak bu g¢alismada ki suslarin
ortalama tutunum yiizdesi dikkate alindiginda bizim ¢aligmamizla paralellik gosterdigi

gorilmektedir.

Schillinger et al. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada, 18 adet LAB in vitro kosullarda
bagirsak epitel hiicrelerine tutunumlart agisindan incelenmistir. Bu amagla mukus
salgilayan HT-29 MTX hiicre hatt1 kullanilmistir. L. rhamnosus GG referans sus olarak
kullanilmigtir. Biitiin suslar HT29-MTX hiicre hattina tutunabilmis ve suslarin ¢ogu
%20-%40 oraninda bir tutunum gostermistir. En yliksek tutunum kapasitesine %63 ile
L. acidophilus BFE 704 susunun sahip oldugu tespit edilmistir. Referans olarak
kullanilan L. rhamnosus GG susu tutunum kapasitesi ise %27 olarak gézlemlenmistir.
L. acidophilus BFE 704 susunun ¢ok yiiksek tutunum yiizdesine sahip olmasina karsin,
diger suslarin bizim calismamizdaki suslarin tutunum yiizdeleri ile paralellik gosterdigi

goriilmektedir.

Tuomola and Salminan (1998) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 12 farkli Lactobacillus
susunun Caco-2 hiicre hattina tutunumu test edilmistir. Caco-2 hiicre hattina en iyi
tutunan sus L. casei (%14) olurken, en az tutunum gosteren susun L. casei var.
rhamnosus (%3) oldugu goriilmiistiir. Bizim g¢alismamizda Lactobacillus plantarum
RN154 susunu %30,4 ile max. tutunum gostermistir. Tuomola and Salminan (1998)
tarafindan yapilan calisma ile kiyaslandiginda tutunum kapasitesinin  bizim

calismamizda daha yiiksek oldugu gortilmektedir.

6 adet Lactobacillus susunun Caco-2 hiicrelerine tutunumunu inceleyen ¢alisma Pisano
et al. (2014) tarafindan gergeklestirilmistir. Suslar %3 ile %20 arasinda degisen
oranlarda tutunum gostermistir. Calismamizda ise en diisiik tutunum yiizdesi 8,2’dir.
Dolayisiyla bizim g¢alismamizda kullandigimiz suslarin tutunum kapasitesinin daha

yiiksek oldugu goriilmektedir.

Kimoto et al. (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 9 Lactococcus susunun Caco-2

hiicrelerine tutunumu incelenmistir. 2 adet Lactobacillus susu ise pozitif ve negatif
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kontrol olarak kullanilmistir. Bu suslardan 2’sinin ¢ok yiiksek tutunma kapasitesine

sahip oldugu, 5’inin diisiik tutunma kapasitesine sahip oldugu goriilmiistiir.

Okuklu (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 30 muhtemel probiyotik susun (25’1
laktobasil, 5’1 laktokok) Caco-2 epitel hiicrelerine yapisma kabiliyetleri incelenmistir.
Suslarin hepsinin Caco-2 epitel hiicrelerine tutunabildigi, tutunma kapasitesinin ise
%42,97 ile %77,2 arasinda degistigi gozlenmistir. Bizim ¢alismamiz ile

kiyaslandiginda, bu ¢alismada sonuglarin ¢ok daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

14 laktobasil susunun HT-29 hiicre hattina tutunumunun belirlenmesini amaglayan
calisma Samanje (2018) tarafindan gergeklestirilmistir. Sonug olarak 14 sustan 6’sinin

HT-29 hiicrelerine ¢ok iyi bir sekilde yapistigi tespit edilmistir.
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5. SONUC

Calismamizda kullanilan bakteriler, Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida
Miihendisligi Boliimii Gida Mikrobiyolojisi Laboratuvarindan temin edilmistir. Bu
kapsamda 92 adet tursu kokenli LAB ile ¢alisilmis ve bu bakteriler baz1 mikrobiyolojik
analizler ile hiicre kiiltiirii analizine tabi tutulmustur. Mikrobiyolojik analiz olarak; gram
boyama, basit boyama, katalaz testi, mide ortami ile safra tuzlarina direncin
belirlenmesi ve farkli sicakliklarda gelisimin incelenmesi deneyleri yapilmistir.
Mikrobiyolojik analizler sonucunda en iyi 6zellige sahip iki sus secilerek hiicre kiiltiirii

analizi yapilmistir.

Yapilan analizler sonucunda asagida belirtilen bulgular tespit edilmis olup ilgili

sonuclara varilmistir.

» Calismada kullanilan tiim bakterilerin gram (+) ve katalaz negatif oldugu

belirlenmistir.

» Bakteri suslarinin hepsinin 15°C’de ¢ok iyi iireme gosterdigi ancak 10°C ve

45°C’de ise zay1f lireme gosteren suslarin da oldugu gozlenmistir.

» Mide ortami1 ve safra tuzlarina direnci incelenen 92 bakteri susundan
%32,6’s1inin hem mide hem de safra tuzlarina direng gosterdigi tespit edilmistir.
Bu suglar; RN49, RN57, RN58, RN60, RN61, RN64, RN105, RN107, RN110,
RN114, RN122, RN123, RN126, RN135, RN136, RN139, RN145, RN152,
RN153, RN154, RN163, RN166, RN182, RN186, RN187, RN188, RN192,
RN194, RN199 ve RN200 olmak iizere 30 tanedir. Mide ve safra bariyerlerini
gecen bu suslarin  muhtemel probiyotik olarak degerlendirilebilecegi

goriilmiistir.
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» Yapilan analizler sonucunda en istiin Ozelliklere sahip olan Lactobacillus
plantarum RN107 ve Lactobacillus plantarum RN154 suslart bagirsak
hiicrelerine tutunum agisindan in vitro kosullarda incelenmistir. Bu kapsamda
Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilimdali
laboratuvarlarindan temin edilen HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlar1 kullanilmistir.
Hiicre kiiltiiri analizi sonucunda bu iki susun her iki hiicre hattina da
tutunabildigi goriilmiistiir. Tutunum oranlarinin %8,2-%30,4 arasinda degistigi
ve suslarin HCT-116 hiicre hattina daha yiiksek oranlarla tutundugu tespit
edilmistir. Insan bagirsak hiicrelerine tutunum yetenegi, en dnemli probiyotik
ozelliklerden biridir (Guo et al. 2016). Dolayisyla mide ve safra bariyerlerini
cok iyi bir sekilde gegen ve bagirsak hiicrelerine tutunabilen Lactobacillus
plantarum RN107 ve Lactobacillus plantarum RN154 numarali suslarin iyi birer

probiyotik aday1 olduklari sdylenebilir.

» Elde ettigimiz bulgular dogrultusunda, basta hiicre kiiltiirii analizine tabi tutulan
iki sus olmak iizere, mide ve safra ortaminda canli kalabilen suslarin hepsinin,
probiyotikligin belirlenmesinde kullanilan daha ileri testlere de tabi tutularak

probiyotikliklerinin kanitlanabilecegi diistiniilmektedir.

» Mide ortam1 ve safra tuzlarini tolere edebilen suslarin, farkli sicakliklarda
gelisim yeteneklerine ek olarak; farkli tuz ve pH seviyelerinde gelisim ile
glikozdan gaz olusturma gibi starter kiiltiir karakteristikleri de belirlenerck elde
edilecek probiyotik suslarin  tursu iretiminde kullanilmasi hedeflerimiz

arasindadir.

» Probiyotik mikroorganizmalarin insan sagligi iizerindeki olumlu etkileri uzun
yillardan beri bilinmektedir. Yapilan ¢esitli ¢alismalarla probiyotiklerin birgok
yararl etkisinin kanitlanmasiyla giiniimiizde tiiketicilerin probiyotik iiriinlere
ilgisi oldukea artmistir (Giirkan 2018; Kav 2019). Tursu hem probiyotik sayisina
erisim hem de prebiyotik ilavesine uygunlugu nedeniyle iyi bir fonksiyonel gida

olabilir. Ozellikle iilkemizde tursu iiretim ve tiiketiminin oldukca fazla
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miktarlarda olmasi nedeniyle probiyotik tursu iiretiminin toplum sagligini

olumlu etkileyecegi goriilmektedir.
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